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NOUVELLE TOPOISOMERASE IV. SEQUENCES NtJCf .EOTTOT TRS 
CORRESPOND ANTES ET LEURS T ITTLIS ATTONTS 

La preserve invention concerne une nouvelle topolsorn erase IV, les sequences 
nucleotidiques codant pour cette enzyme, leurs vecteurs correspondants et 1'utilisation 
5 de cette enzyme pour cribler des produits biologiquement actifs. 

Les topoisomerases sont des enzymes capables de modifier la configuration 
topologique des anneaux de l'ADN, d'y faire des noeuds ou d'enlacer des anneaux 
separes. Elles sont ainsi impliquees dans la replication, la transcription et la 

10 recombinaison de toutes les informations genetiques (Wang et al., 1990). Le 
m6canisme de toutes ces conversions topologiques est le meme : Fanneau est ouvert 
pour qu'un segment d'ADN passe a travers la breche avant que les extrernites ne se 
rejoignent. Deux types de topoisomerases sont impliquees dans ces conversions : les 
topoisomerases de type I qui coupent un seul brin d'ADN et les topoisomerases de 

15 type II qui coupent silmultanement les deux brins. 

A ce jour, deux topoisomerases bacteriennes de type II, ont ete plus 
particulierement identifies et etudiees, la gyrase d 'Escherichia cpli (Gellert et aL, 
1976), et plus recemment, l'ADN topoisomerase IVde E. coli (Kato et al., 1990). 

La gyrase est un tetramere c^fe dont les sous-unites a ou GyrA et (3 ou GyrB 
sont codees respectivement par les genes gyrA et gyrS- Les gyrases bacteriennes sont 
les seules topoisomerases connues, capables de surenrouler, en presence d'ATP, des 
anneaux d'ADN relaches. 

En ce qui concerne plus particulierement, l'ADN topoisomerase IV de E.coli . 
elle relache l'ADN plasmidique surenroule, denoue TADN du phage T4 et desenlace 
(ou decatene) l'ADN de kinetoplaste (Kato et al. f 1992 ; Peng et aL, 1993). La 
sequence de ses genes correspondants, parC et pacE de E.co|i r a permis de mettre en 
evidence des regions d'identite elevee entre les sous-unites de la gyrase et celles de 
cette topoisomerase IV, respectivement ParC avec GyrA (35,6 % sur toute la 
sequence) et ParE avec GyrB (40,1 % sur toute la sequence) (Kato et aL, 1990). 

La gyrase d*£, soli a egalement ete identifiee comme etant une cible primaire 
des fluoroquinolones (Hooper et al., 1993). II a ainsi ete demontre que des souches 
d'E- coli . mutees au niveau du residu Ser83 dans la sous-unite GyrA, presentent une 
resistance elevee a 1'egard des fluoroquinolones (Maxwell, 1992). Les 
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fluoroquinolones se lient moins aux complexes ADN-gyrase mutee qu'aux complexes 
ADN-gyrase sauvage. En fait, d'autres mutations ponctuelles, cartographies dans la 
region comprise entre les residus 67 et 106 de GyrA, conduisent a des souches 
resistant e$ aux fluoroquinolones. Cette region est appelee QRDR (Yoshida et al, 1990 
5 ; Cullen et al., 1989). Des resultats comparables ont ete publies avec des souches de 
Sta phylococcus aureus resistantes aux fluoroquinolones (Goswitz et al., 1992; 
Sreedharan et al., 1990). La gyrase est done reconnue aujourdliui comme etant la 
cible primaire des quinolones. Toutefois, une souche clinique de Staphylococcus 
aureus, ne comportant aucune mutation dans la region QRDR de GyrA, a egalement 
10 ete decrite comme resistante aux fluoroquinolones (Sreedharan et al, 1991). 

Aujourd'hui, on se heurte de plus en plus, sur un plan therapeutique, a ce 
phenomene de resistance developpe par les bacteries Staphylococcus aureus a regard 
des antibiotiques et plus particulierement vis a vis des fluoroquinolones. II serait 
15 particulierement important de pouvoir lever cette resistance et ceci passe par une 
caracterisation de Tensemble des parametres qui lui sont associes. 

La presente invention a precisement pour principal objectif Identification, ie 
sequen9age et la caracterisation de sequences nucleiques codant pour des sous-unites 
20 d'une nouvelle topoisomerase, la topoisomerase IV de Staphylococcus aureus. , 
composee de deux sous-unites la GrlA et la GrlB. 

De maniere inattendue, la demanderesse a trouve que la cible primaire des 
fluoroquinolones chez S. aureus est une topoisomerase IV et non la gyrase. Elle a 
25 ainsi mis en evidence que des souches cliniques de S. aureus , dont la region QRDR de 
la sous-unite GyrA de la gyrase est identique a la sequence sauvage, developpent 
neanmoins une resistance a regard des fluoroquinolones en raison d f une mutation 
qu'elles possedent dans la region de la sous-unite GrlA de la topoisomerase IV, 
homotogue a la region QRDR. 

30 

La presente invention a pour premier objet une sequence nucleotidique codant 
pour au moins une sous-unite de la topoisomerase IV de Staphylococcus aureus . 

La presente invention decrit en particulier Visolement et la caracterisation des 
genes grlA et grlB . Ces genes ont ete clones, sequences et exprimes chez E, colL et 
3 5 leur activite enzymatique a ete caracterisee. lis ont ete isoles a partir d'une banque 
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d'ADN genomique de Sta phylococcus aureus . A partir de la sequence nucleique grlAB 
(SEQ ID N°l), il a ete identifie deux phases ouvertes, correspondants respectivement 
aux genes grlB et grlA. Les genes grlA et grlB ont ete respectivement sequences en 
SEQ ED K°2 et SEQIDN°3. 

5 

Preferentiellement, la presente invention a pour objet une sequence 
nucleotidique choisie parmi: 

(a) tout ou partie des genes grlA (SEQ ID n° 2) ou grlB (SEQ ID n° 3), 

(b) les sequences hybridant avec tout ou partie des genes (a) et codant pour 
1 0 une sous-unite d'une topoisomerase IV, et 

(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

II est clair qu'a partir des genes identifies dans la presente demande, il est 
1 5 possible, par hybridation, de doner directement d'autres genes codant pour une sous- 
unite de la topoisomerase IV de bacteries proches de S aureus comme par exemple 
des Streptocoques et Enterocoques. II est ainsi possible de doner ce type de gene en 
utilisant comme sonde les genes grlA grlB ou des fragments de ceux-ci. De meme, le 
clonage de ces genes peut etre realise en utilisant des oligonucleotides degeneres, 
20 derivant des sequences des genes grlA ou grlB ou de fragments de ceux-ci. 

Au sens de la presente invention, on entend par derive, toute sequence 
obtenue par une ou plusieurs modifications et codant pour un produit conservant l'une 
au moms des proprietes biologiques de la proteine d'origine. Par modification, on doit 
entendre toute mutation, substitution, deletion, addition ou modification de nature 

25 genetique et/ou chimique. Ces modifications peuvent etre realisees par les techniques 
connues de I'homme du metier. 

Parmi les derives preferes, on peut citer plus particulierement les variants 
naturels, les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont ete substitues, les 
derives obtenus par deletion(s) de regions n'intervenant pas ou peu dans l'interaction 

30 avec les sites de liaison consideres ou exprimant une activite indesirable, et les derives 
comportant par rapport a la sequence native un ou plusieurs residus supplementaires. 

Encore plus preferentiellement, finvention a pour objet les sequences 
nucleotidiques representees par les genes grlA(SEQ ID N°2) et grlB f SEQ ID N°3). 

35 
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Elle se rapporte egalement a tout gene grlA possedant une mutation 
conduisant a une resistance vis-a-vis de molecules de la famille des quinolones et plus 
particulierement des fluoroquinolones. A titre representatif de ces genes mutes, on 
peut plus particulierement citer le gene grlA possedant un changement de base de C en 
5 A a la position 2270 de la SEQ ID N°2. Le gene resultant est dit grlA (C-2270A) 
Cette mutation conduit a une substitution du residu Ser-80 en Tyr dans la proteine 
GrlA. La proteine resultante sera designee par GrlA (Ser-80 Tyr)- 

Un autre objet de la presente invention concerne un ADN recombinant 
10 comprenant au moins une sequence nucleotidique codant pour une sous-unite de la 
topoisomerase IV de Staphylococcus aureus . Plus preferentiellement, il s'agit d'un 
ADN recombinant comprenant au moins une sequence nucleotidique telle que definie 
precedemmem en (a), (b) et (c) et plus particulierement le gene grlA fSEO ED N°2) 
griA (C-2270A) et/ou le gene griB (SEQ ID N°3). 

15 

Selon un mode prefere de rinvention, les sequences nucleotidiques, definies ci- 
dessus, font partie d'un vecteur d'expression qui peut etre a replication autonome ou 
integratif 

Un autre objet de 1'invention concerne les polypeptides resultant de l'expression 

20 des sequences nucleotidiques telles que definies precedemment Plus particulierement, 
la presente invention concerne les polypeptides comprenant tout ou partie des 
polypeptides GrlA (SEQ ID N°2)ou GrIB (SEQ ID N°3) ou de leurs derives. Au sens 
de la presente invention, le terme derive designe toute molecule obtenue par 
modification de nature genetique et/ou chimique de la sequence peptidique. Par 

25 modification de nature genetique et/ou chimique, on peut entendre toute mutation, 
substitution, deletion, addition et/ou modification d'un ou ptusieurs residus. De tels 
derives peuvent etre generes dans des buts differents, tels que notamrnent celui 
d'augmenter l'affinite du peptide pour son(ses) substrat(s), celui d'ameliorer ses 
niveaux de production, celui d'augmenter sa resistance a des proteases, celui 

30 d'augmenter et/ou de modifier son activite, ou celui de lui conferer de nouvelles 
proprietes biologiques. Parmi les derives resultant d'une addition, on peut citer par 
exemple les polypeptides chimeres comportant une partie heterologue supplemental 
liee a une extremite. Le terme derive comprend egalement les polypeptides 
homologues aux polypeptides decrits dans la presente invention, issus d'autres sources 

35 cellulaires. 
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Preferentiellement; il s'agit des polypeptides GrIA (SEQ ED N°2), GrlB (SEQ ID 
N°3)et GriA (Ser-80Tyr) 

L'invention a egalement pour objet toute cellule recombinante contenant une 
sequence nucleotidique, un ADN recombinant et/ou un vecteur tels que definis ci- 
5 avant. Les cellules recombinantes selon l'invention peuvent etre aussi bien des cellules 
eucaryotes que procaryotes. Parmi les cellules eucaryotes qui conviennent, on peut 
citer les cellules animates, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant de 
levures, on peut citer les levures du genre Saccharomyces , Kluweromvces . Pichia , 
Schwanniomvces . ou Hansenula , S'agissant de cellules animales, on peut citer les 

10 cellules COS, CHO, C127, les oeufs de Xenope, etc. Parmi les champignons, on peut 
citer plus particulierement Micromonospora , Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. De 
preference, il s'agit de cellules procaryotes. A ce titre on peut plus particulierement 
utiliser les bacteries suivantes Actinomycetes . Bacillus , et plus preferentiellement 
E.coli et Staphylococcus . Les cellules recombinantes de l'invention peuvent etre 

15 obtenues par toute methode permettant d'introduire une sequence nucleotidique 
etrangere dans une cellule. II peut s'agir notamment de transformation, 
electroporation, conjugaison, fusion de protoplastes, ou toute autre technique connue 
de Thomme de Tart. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation de 
20 polypeptides tels que revendiques a partir de la culture d'une de ces cellules 
recombinantes. Le ou les polypeptides ainsi obtenus, sont recuperes selon des 
methodes classiques a Tissue de la culture. 

L'invention se rapporte egalement a une topoisomerase IV isolee, susceptible 
25 d'etre obtenue a partir de Texpression de tout ou partie du gene grlA (SEQ ED N°2) et 
de tout ou partie du gene grlB (SEQ ED N°3) ou de leurs derives respectifs. 

Par derive, on entend designer les sequences hybridant avec tout ou partie du 
gene grlA ou grlB et codant pour une sous-unite d'une topoisomeraselV ainsi que 
i'ensemble des sequences derivant d'une degenerescence du code genetique de ces 
30 sequences hybrides ou des sequences correspondant a tout ou partie du gene grlA ou 
grlB 

Plus preferentiellement, il s'agit d'une topoisomerase IV isolee, issue de 
I'expression de tout ou partie du gene grlA (SEQ ID N°2) et de tout ou partie du gene 
grJB (SEQ ID N°3). 
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La preseme invention conceme plus particulierement toute topoisomerase IV 
possedam un comportement de cible primaire a l'egard des fluoroquinolones. 

Selon un mode particulier de I'invention, il s'agit de la topoisomerase IV de 
Staphylococcus aureus . 

5 La topoisomerase IV revendiquee selon ttnvention, est tout particulierement 

utile pour cribler des produits biologiquement actifs comme par exemple des 
antibiotiques potentiels et notamment des molecules de la famille des 
fluoroquinolones. Avantageusement, elle peut etre egalement utilisee pour doser et/ou 
identifier des produits inhibiteurs de la reaction de relaxation ATP dependante de 
10 I'ADN et/ou des produits inhibiteurs de la reaction de decatenation des catenanes 
d'ADN. 

La demanderesse a ainsi mis au point un dosage d'activite enzymatique 
specifique de la topoisomerase IV de S. aureus et a montre que cette activite est 
1 5 inhibee par des molecules antibiotiques telles que les fluoroquinolones. 

La presente invention propose une nouvelle cible pour rechercher de nouveaux 
antibiotiques; ainsi qu'un crible specifique de cette cible, ce crible est decrit dans 
l'exemple 7. Ce crible permet de mettre en evidence des produits inhibiteurs de l'ADN 

20 topoisomerase IV de S. aureus . Dans ce test, pourront etre testes ; des produits de 
synthese purs ou en melange, des extraits naturels de plantes, des culture de bacteries, 
de champignons, de levures ou cTalgues, purs ou en melange. Le test decrit dans la 
presente invention permet de mettre en evidence a la fois des produits qui stabilisent le 
complexe clivable, intermediaire reactionnel de la reaction cataiysee par Tenzyme mais 

25 aussi des inibiteurs agissant par d'autres mecanismes. 

Les exemples et figures, presentes ci-apres a titre illustratif et non limitatif, 
mettent en evidence d'autres avantages et caracteristiques de la presente invention. 

30 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Cane de restriction du fragment de 4565 pb contenant les genes grlB et 
grlA de S. aureus . 



35 
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Figure 2 : Construction des plasmides cf expression de grlA et grIB. Les constaictions 
realisees avec grlA sont schematises en A et celles de grIB sont en B L'ADN de SL 
aureus clone est represents par les rectangles hachures, les vecteurs derives de Ml 3 
sont en ligjie noire epaisse et les vecteurs d'expression sont en ligne noire fine, le site 
5 de restriction SstI est entre parantheses car c'est un site de clonage . 

Figure 3 : Gel d'electrophorese PAGE-SDS colore au bleu de Coornasie. Sont 
deposes des extraits cellulaires totaux, pistes : I et 2, XLl-blue, pXL2340, 3 et 4, 
XL I -blue, pRSETB; 5 et 6, XL 1 -blue, pXL2320. Les marqueurs de poids 
10 moleculaires (en centaines) sont indiques a droite de la figure. La fleche montre la 
proteine surproduite. Les signes + ou - representent I' induction avec ou sans EPTG. 

Figure 4- Activite de relaxation ATP-dependante de la proteine GrlAB. Les 
experiences controles avec FADN topoisomerase IV de E. coli purifiee (Peng and 
15 Marians, 1993) et de TADN gyrase de E. coli purifiee (Hallett et al., 1990) sont aussi 
decrites. 

Figure 5. Activite de decatenation de la proteine GrlAB. JcDNA, ADN de 
kinetoplaste; monorneres, monomeres d'ADN relaches et decatenes. TopoIV : ADN 
20 topoisomerase IV de E. coH purifiee (50 ng) ; Gyrase : ADN gyrase de E. coli 
purifiee (50 ng) ; GrlA : extrait proteique de GrlA (2 fig) ; GrIB : extrait proteique de 
GrIB (2 \xg) ; GrlAB : extrait proteique de GrlA (2 ng) melange avec l'extrait 
proteique de GrIB (2 \ig). 

25 

Exemple 1- Amplification par PGR de fragments d*ADN de Staphylococcus 
aureus internes aux genes grlA et grIB . 

30 Get exemple decrit l'obtention de fragments d'ADN de Staphylococcus aureus 

internes aux genes grlA et grIB . Ces fragments ont ete obtenus apres amplification par 
PCR realisee a 50°C avec TADN genomique de la souche de Staphylococcus aureus 
RN4220 (Novick, 1990) et des oligonucleotides degeneres correspondant aux acides 
amines conserves dans les regions N-terminales des sous-unites GyrA de E^ coli et B. 

35 subtilis et ParC de E. coH ou des sous-unites GyrB de E, coji et B. subtilis et ParE 
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de E, coH. Plus specifiquement les oligonucleotides sens 2137 et antisens 2135 ont 
permis d'amplifier des fragments de 255 pb pouvant coder pour 85 acides amines qui 
correspondraient aux positions 39 a 124 sur la sequence GyrA de E. coli ; la sequence 
de I'Gjigonucleotide sens 2137 est 5-GCGCGAATTCGATGG 
5 (A,T)(C,T)T(A,T)AAACC(A,T)GT(A,T)CA-3' (SEQ ID N°4) et celle de Tantisens 
2135 est 5'-CGCGAAGCTTTTC(T,A)GTATA(A,T)CCT < G)CAT (A,T)GC(A,T)GC- 
3 f (SEQ ED N°5). Les oligonucleotides 2144 et 2138 ont conduit a Tamplification de 
fragments de 1 kb pouvant coder pour 333 acides amines qui correspondraient aux 
positions 98 a 430 sur la sequence de GyrB de E. coli ; la sequence de 
10 I'oligonucleotide sens 2144 est 5 -GCGC G AATTC T 

(T,A)CATGC(A,T)GG(T,A)G<3(T,A)AAATT-3 , (SEQ ID N°6), et celle de I'antisens 
2138 est 5'-CGCGMem(T,A)CC(^ 

(SEQ ED N°7). Les fragments ont ete clones et un total de 40 clones ont ete analyses 

par sequenfage de leur insert. La sequence des oligonucleotides utilises pour la PCR a 
1 5 ete retrouvee pour 3 1 clones sur 40 ; parmi les 3 1 clones, 20 possedent une sequence 

interne du gene gyrA ou gyrB de S. aureus ; les II autres clones contiennent soit un 

fragment A de 255 bp ou un fragment B de 1 kb. 

La sequence en acides amines que coderait le fragment A a 59% d'identite avec 

la sous-unite GyrA de S. aureus entre les positions 44 a 125, le fragment A serait done 
20 une partie d f un gene de S. aureus grlA ainsi nouvellement identifie. De meme, la 

sequence en acides amines que coderait le fragment B a 51% d'identite avec la sous- 

urite GyrB de S. aureus entre les positions 105 a 277, le fragment B serait done une 

partie d*un gene de S . aureus grlB ainsi nouvellement identifie. 

25 

Exemple 2- Clonage et sequencage des genes ffriA et grlB de Staphylococcus 
aureus. 

Get exemple decrit les experiences de biologie moleculaire qui ont permis de 
30 doner puis sequencer les genes grlA et grig de Staphylococcus aureus . 

Les fragments A et B decrits dans I'exemple 1 ont ete utilises comme sonde 
radioactive pour identifier par hybridation les genes grlA et grlB dans une banque 
d'ADN genomique de S, aureus FDA 574 (CE ent~*~) construite dans X,gtll par 
Ciontech Laboratories (catalogue XL1501b, lot 0721). Sur un total de 250 000 
35 phages recombinants, douze phages hybrident avec le fragment A ou le fragment B 
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mais n'hybrident pas avec des oligonucleotides specifiques des genes gvrA ou gvrB . 
La taille des inserts Eco RI contenus dans ces phages varie entre 0,7 et 3,5 kb et deux 
phages 16 et II ] dont Tinsert est de plus grande taille, ont ete etudies, L' insert EcqRI 
de 3,5 kb <Ju phage 16 a ete elue puis digere par Xbal et les deux fragments de 1,5 et 2 
5 kb ont ete clones dans M13mpl9 et M13mpl8 (Boehringer Mannheim) pour generer 
pXL2321 et pXL2322. De meme l'insert EcoRI de 3,6 kb du phage 11 1 a ete eiue puis 
digere par PstI et le fragment de 2 kb a ete clone dans M13mpl9 pour generer 
pXL2324. 

Les inserts contenus sur les phages recombinants pXL2321, pXL2322 et 
10 pXL2324 ont ete sequences sur les deux brins a 1'aide du primer universel ou 
d'oligonucleotides internes en utilisant la methode de Sanger. La sequence nucleique 
grlAB ( SEQ ED N°l) de 4565 pb, a ete analysee par le programme de Staden et al., 
1 982 pour identifier les sequences codantes a Taide d'un tableau d'usage des codons 
chez S. aureus . Deux phases ouvertes uniquement ORF1 (positions 41 a 2029) et 

15 ORF2 (positions 2032 a 4431) ont ainsi ete determines. Sur la SEQ ID N°l, le brin 
codant est le brin superieur 5 ( -> 3', la phase ouverte ORF1 debute arbitrairement a 
l'ATG position 41 mais elle peut aussi debuter au TTG position 17 ou 35 ce codon 
etant deja decrit comme codon d'initiation chez S. aureus ; le codon de terminaison de 
rORFl se chevauche avec le codon d'initiation GTG de l'ORF2 ce qui est 

20 caracteristique d'un couplage traductionnel (Normark et aL, 1983); un tel couplage a 
par exemple ete decrit pour les genes gyrA er gyrB d' Haloferax sp. (Holmes et al., 
1991). Ces phases ouvertes ont un pourcentage en GC de 34,5 % qui est une valeur 
en accord avec les valeurs decrites pour l'ADN de S. aureus dans la litterature 
(Novick, 1990). D'autre part le fragment B est identique a la sequence decrite sur la 

25 SEQ ED N°l de la position 333 a la position 1348 dans ORF1 et le fragment A est 
identique a la sequence de la SEQ ED N°l de la position 2137 a la position 2394 dans 
ORF2. A partir de la sequence nucleotidique, une carte de restriction est realtsee avec 
des enzymes qui coupent le moins frequemment, voir figure 1. 

Cette analyse de sequence montre que ORF1 est le gene grlB et ORF2 

30 le gene grlA . 

Exemple 3- Structure primaire, expression et fonction des proteines GrLA et 
GrlB codees par les genes yrlA et griB de Staphylococcus aureus. 

35 
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Cet exemple decrit la structure primaire, Texpression chez E. coli et la fonction 
des proteines GrlA et GrlB de Staphylococcus aureus . Cette fonction, qui correspond 
a une ADN topoisomerase IV, repose dans cet exemple sur des donnees d'homologies 
de sequence et de complementation genetique. 

5 

3.1- Structure primaire et analyse de sequence des proteines GrlA et GrlB. 

Cet exemple decrit Tanalyse informatique de la sequence des genes grlA et 
grlB de Sta phylococcus aureus , realisee a partir des donnees de sequence presentees 
dans l'exemple 2. Le gene grlB code pour une proteine GrlB de 663 acides amines 

10 (poids moleculaire 74 318) ; et le gene grlA code pour une proteine GrlA de 800 
acides amines (poids moleculaire 91 040). Les parties codantes des genes grlB et grlA , 
les sequences des proteines GrlB et GrlA sont presentes respectivement en SEQ ED 
N°3 et SEQ ID N°2 et les proprietes de chacune de ces proteines (composition en 
acides amines, point isoelectrique, index de polarite) figurent dans les tableaux 1 et 2 

1 5 ci-apres. 



Proteine: GrlA : 

Premier residu « 1 et dernier residu = 800 
20 Masse moleculaire (monoisot opique) - 9 1 040 ,8438 
Masse moleculaire (moyenne) - 91097,2578 
Index de polarite (%) = 52.00 
Point isoelectrique - 6.77 
DO260(lmg/ml)= 0.298 DO 280 (Img/ml) = 0.487 



25 
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NOMBRE 


% NOMB 


POIDS 


% POIDS 




1 


Phe 


F 


22 


2.75 


3235.51 


3.55 


2 


v Leu 


L 


74 


9.25 


8368.22 


9.19 


3 


He 


I 


77 


9.63 


8707.47 


9.56 


4 


Met 


M 


19 


2.38 


2489.77 


2.73 


5 


Val 


V 


59 


7.38 


5845.04 


6.42 


6 


Ser 


S 


51 


6.38 


4438.63 


4.88 


7 


Pro 


P 


22 


2.75 


2135.16 


2.35 


8 


Thr 


T 


43 


5.38 


4345.05 


4.77 


9 


Ala 


A 


37 


4.63 


2628.37 


2.89 


10 


Tyr 


Y 


28 


3.50 


4565.77 


5.02 


12 


His 


H 


20 


2.50 


2741.18 


3.01 


13 


Gin . 


Q 


26 


3.25 


3329.52 


3.66 


14 


sn 


N 


45 


5.63 


5131.93 


5.64 


15 


Lys 


K 


66 


8.25 


8454.27 


9.29 


16 


Asp 


D 


54 


6.75 


6211.45 


6.82 


17 


Glu 


E 


67 


8.38 


8645.85 


9.50 


18 


Cys 


C 


0 


0.00 


0.00 


0.00 


19 


Trp 


W 


2 


0.25 


372.16 


0.41 


20 


Arg 


R 


44 


5.50 


6868.45 


7.54 


21 


Gly 


G 


44 


5.50 


2508.94 


2.76 



TABLEAU I 



5 



Proteine GrIB : 

Premier residu= 1 et dernier residu = 663 
Masse moleculaire (monoisotopique) = 743 18.3516 
1 0 Masse moleculaire (moyenne) — 743 63 . 92 1 9 
Index de polarite (%) = 53.70 
Point isoelectrique = 7.21 
DO260(lmg/m!)= 0.404 DO 280 (lmg/ml) - 0.603 
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NOMBRE 


% NOMB 


POEDS 


% POIDS 




] 


Phe 


F 


26 


3.92 


3823.78 


5.15 


2 


v Leu 


L 


55 


8.30 


6219.62 


8.37 


3 


He 


I 


36 


5.43 


4071.03 


5.48 


4 


Met 


M 


10 


1.51 


1310.40 


1.76 


5 


Val 


V 


50 


7.54 


4953.42 


6.67 


6 


Ser 


S 


41 


6.18 


3568.31 


4.80 


7 


Pro 


P 


15 


2.26 


1455.79 


1.96 


8 


Thr 


T 


41 


6.18 


4142.95 


5.57 


9 


Ala 


A 


33 


4.98 


2344.22 


3.15 


10 


Tyr 


Y 


19 


2.87 


3098.20 


4.17 


12 


His 


H 


14 


2.11 


1918,82 


2.58 


13 


Gin 


Q 


26 


3.92 


3329.52 


4.48 


14 


Asn 


N 


36 


5.43 


4105.55 


5.52 


15 


Lys 


K 


63 


9.50 


8069.98 


10.86 


16 


Asp 


D 


40 


6.03 


4601.08 


6.19 


17 


Glu 


E 


61 


9.20 


7871.60 


10.59 


18 


Cys 


C 


0 


0.00 


0.00 


0.00 


19 


Trp 


W 


4 


0.60 


744.32 


1.00 


20 


Arg 


R 


34 


5.13 


5307.44 


7.14 


21 


Gly 


G 


59 


8.90 


3364.27 


4.53 



TABLEAU 2 



5 Le programme de Kanehisa, decrit en 1984, a ete utilise pour aligner les 

proteines GrlB et GrlA avec les DNA topoisomerases bacteriennes de type II 
suivantes les gyrases de IL coli , R subtilis ou S. aureus ou la topoisomerase IV de EL 
coli . Les identites, voir tableau 3, sont elevees et comprises entre 32 et 55%, Plus 
specifiquement, GrlB presente plus d'identite avec les sous-unites GyrB de E. coli 

10 (49%) et de S. aureus (52%) qu'avec ParE de E. coli (38%) ; alors que GrlA presente 
des identites comparables avec les sous-unites GyrA de E. coli (32%) et de S. aureus 
(39%) qu'avec ParE de E. coli (33%). 

Les sous-unites GyrB de Staphylococcus aureus (Margerrison et al M 1992), 
15 Bacillus subtilis (Moriya et al., 1985), et Escherichia coli (Adachi et al, 1987) sont 
nommees SAGYRB, BSGYRB et ECGYRB respectivement, GrlB est nomme 
SAGRLB et ECPARE correspond a ParE de E.coli (Kato et al., 1990). Une 
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nomenclature comparable est employee pour les sous-unites GyrA GrIA et ParC Les 
chiffres sous ie nom des proteines sont les nombres d'acides amines de celles ci. 



Sous-unites 
B ou B-Iike 


SAGVRB 
644 


SAGRLB 
663 


BSGYRB 
638 


ECGYRB 
804 


SAGRLB 


52% 








BSGYRB 


68% 


55 % 






ECGYRB 


55% 


49% 


57% 




ECPARE 


40% 


38% 


40% 


40% 


Sous-unites 
A ou A-Iike 


SAGYRA 
887 


SAGRLA 
800 


BSGYRA 
821 


ECGYRA 
875 


SAGRLA 


39% 








BSGYRA 


65% 


40% 






ECGYRA 


39% 


32% 


41 % 




ECPARC 


38% 


33 % 


36% 


32% 



5 

TABLEAU 3 

Des alignements multiples entre les topoisomerases bacteriennes de type II, 
realises avec le programme CLUSTAL de Higgins et al, 1988, mettent en evidence de 

10 nombreuses regions conservees entre les sequences des diverses sous-unites B, GrlB 
et ParE et dans la panic N-terminale de la sequence des sous-unites A, GrIA et ParC. 
Les residus conserves dans ia region N-terminale des sous-unites B de ces proteines 
sont en fait les residus impliques dans la fixation de PATP et identifies d'apres les 
donnees de cristallisation aux rayons X avec la GyrB de E. cq\\ (Wigley et al, 1991). 

15 Les residus conserves dans la region N-terminale des sous-unites A de ces proteines 
sont soit les residus AAMRYTE (SEQ ID N°8) proches du site actif de la gyrase Tyr- 
122, identifiee sur la GyrA de E. coli (Horowitz et al., 1987) ; ou soit les residus 
YHPHGDS, (SEQ ID N°9) modifies dans les souches resistantes aux 
fluoroquinolones (Hooper et al, 1993). 

20 



WO 96/03516 



PCT/FR95/01001 



14 



3.2- Expression dcs genes grtA et grlB chez E. colL 

Cet exemple decrit les constaictions realisees pour exprimer, chez E. coli. les 
genes grlA ou grlB sous le contrdle du promoteur pT7 (Studier et aL, 1 990). 
5 Le plasmide d'expression pXL2320, voir figure 2, contenant le gene grlB dans le 
vecteur pRSETB (Studier et aL, 1990; Invitrogen) a ete construit en clonant 1) I'insert 
EcoRI-Xbal de 1 kb du pXL2321 dans le pXL2322 aux sites Xbal et EcoRI pour 
generer pXL2323 ; 2) I'insert KpnI-EcoRI de 1,9 kb du pXL2323 aux sites Kpnl et 
EcoRI du vecteur pRSETB pour generer pXL23 19 ; I'insert Ndel- Kpn l de 0,5 kb du 

10 pXL2325 aux sites Ndel et Kpn l du pXL2319 pour obtenir pXL2320. (Le pXL2325 
contient les 500 premieres bases* du gene ou une sequence CAT a ete introduite par 
mutagenese, juste en amont du codon d^nitiation ATG pour creer un site Nde l). La 
cassette d'expression du gene grlB contenue dans pXL2320 a ete clonee aux sites 
BgHI et EcoRI du pKT230 (Bagdasarian et aL, 1981) pour obtenir pXL2439. 

15 Le plasmide d'expression pXL2340, voir figure 2, contenant le gene grlA dans le 
vecteur pRSETB a ete construit en cionant 1) rinsert Ndel -EcoRI de 1,7 kb du 
pXL2324 aux sites Nde l et Eco RI du vecteur pRSETB pour generer pXL2338 , 
Tinsert Nde l de 0,75 kb du pXL2337 aux sites Ndel du pXL2338 pour obtenir 
pXL2340. (Le pXL2337 contient les 750 premieres bases du gene ou une sequence 

20 CAT ATG a ete introduite par mutagenese, a la place du codon d'initiation GTG pour 
creer un site Nde l). 

Les plasmides pXL2320, ou pXL2340 ont ete introduits dans la souche de E. 
coli XL 1 -Blue (Stratagen) et Fexpression des genes a ete induite lorsque TARN 
polymerase du phage T7 etait produite apres induction du gene, codant pour TARN 

25 polymerase du phage T7, clone sur le phage helper M13/T7 (Studier et aL, 1990, 
Invitrogen). Les extraits cellulaires ont ete analyses par electrophorese sur gel PAGE- 
SDS colore au bleu de Coomasie comme cela a deja ete decrit (Denefle et al., 1987). 
Sur la figure 3 est representee la production d'une proteine de i) 79 000 de poids 
moleculaire, lorsque le gene grlB est induit dans la souche E. coli XL 1 -Blue, 

30 pXL2320; et ii) 90 000 de poids moleculaire, lorsque le gene grlA est induit dans la 
souche E. co!i XLl-Blue, pXL2340. Les poids moleculaires mesures sont en accord 
avec les poids moleculaires deduits de la sequence 
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3.3- Complementation des mutants parC ts et parE ts de Salmonella typhimurium 
par les gcres grlA et grIB de Staphylococcus aureus . 

Get exemple decrit la complementation heterologue des mutants de S. 
5 typhimurium parC ts et parE ts par les genes de S. aureus grlA et grIB. Les plasmides 
pXL2320, pXL2340, pXL2439 ou Ie vecteur pRSETB ont ete introduits dans les 
souches de JL typhimurium SE7784 f parC281 fTs) zge -23 93 ::Tn 10 ieu485) ou 
SE8041 (parE206(Ts) zge-23 93 ;;Tn 10 leu485) (Luttinger et al. t 1991). Aucun 
plasmide complemente le phenotype thermosensible, par contre lorsque les plasmides 
10 pXL2340 et pXL2439 sont introduits simultanement dans la souche SE7784 ou dans 
la souche SE8041 le phenotype thermosensible des deux souches est complemente. 
Par consequent la coexpression des genes grlA et grIB de S. aureus permet la 
complementation du phenotype ParC Ts ou ParE Ts des mutants de S. typhimurium . 

15 

Exemple 4- L'ADN topoisomerase IV de SL aureus est la cible primaire des 
fluoroquinolones. 

Cet exemple decrit la presence d'une mutation ponctuelle Ser-80 dans la sous- 

20 unite GrlA avec toutes les souches cliniques analysees de S. aureus resistantes aux 
fluoroquinolones alors qu'une mutation dans la region QRDR (Quinolone Determining 
Region) (equivalente a la region Ser-80 de GrlA) dans la sous-unite GyrA n'existe pas 
avec les souches cliniques de S. aureus faiblement resistantes aux fluoroquinolones. 
De ce fait la sous-unite GrlA est rnontree etre la cible primaire des fluoroquinolones 

25 chez S. aureus . 

L'ADN genomique de huit souches cliniques de S. aureus et d'une souche de 
laboratoire a ete prepare et utilise pour amplifier a 42°C par PCR ; i) les 500 
premieres paires de bases de gyrA en utilisant les oligonucleotides sens 5'- 
GGC GGATCC CATATGGCTGAATTACCTCA-3' (SEQ ID N°10) et antisens 5'- 

30 GGCGGAAT TC GACGGCTCTCTTTCATTAC-3* (SEQ ID N°l I) ; ii) et les 800 
premieres paires de bases de grlA en utilisant les oligonucleotides sens 5 1 - 
GGCC GGATCCCATATG AGTGAAATAATTCAAGATT>3 T (SEQ ED N°12) et 
antisens -5'-GGCCGAATTCTAATAATTAACTGTTTACGTCC-3* (SEQ ID N°13). 
Chaque fragment amplifie a ete clone dans le phage M13mpl8 et la sequence des 300 

35 premieres paires de bases de chacun des genes a ete lue sur 2 clones. La sequence 
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gyrA est identique a celle publiee par Magerrison et celle de griA a celle decrite en 
SEQ ED N°l, a I'exception des mutations presentees sur le tableau 4. Les mutations 
dans gvrA existent avec les souches fortement resistantes aux fluoroquinolones (SA4, 
SA5, SA6 f SA35, SA42R et SA47 ; CM3 pour la ciprofloxacine > 16 mg/1) ; ces 
5 mutations sont un changement de base qui conduit aux changements des acides amines 
Ser-84 ou Ser-85 ou Glu-88, Une mutation dans grlA existe avec toutes les souches 
resistantes aux fluoroquinolones et correspond au changement du residu Ser-80 en 
Phe ou Tyr. 
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Sotiche 


CMI mg/1 
Ciprofloxacine 


Mutation dans gyrA 


Mutation dans ffr/A 


Base 


Codon 


Base 


Codon 


\ 


i 
i 


non 


non 


non 


non 


SA42* 


0.5 


non 


non 


non 


non 


SAH** 


2 


non 


non 


2281 
G->A 




SA1** 


2 


non 


non 


2270 
C->T 




SAA** 


4 


non 


non 


2281 
G->A 


84 Glu->-Lys 


SA3** 


4 


non 


non 


2270 
C->T 


80Ser->Phe 


SA2** 


16 


non 


non 


2270 
C->A 


80Ser->Tyr 


SA47* 


16 


2533 
C->T* 


84Ser->Leu 


2270 
C->A 


80Scr->Tyr 


SA4** 


32 


2544 
G->A 


88Glu->Lys 


2270 
C->T 


8<>Scr->Phe 


SA5** 


32 


2533 
C->T 


84 SW->[,r.ti 


2270 
C->T 


g0 <>r-> Phf > 


SA6** 


32 


2533 
C->T 




2270 
C->T 


80 <Vr->Ph. 


SA35* 


64 


2535 
T-> C 


85 5ter ->Prn 


2270 
C~>A 


8°Ser->Tyr 


SA42R* 


>128 


2533 
C->T* 


^Ser->Leu 


2270 
C->A 


8 <>Ser->Tyr 



TABLEAU 4 
* deja publie par Sreedharan et al. (1990) 
5 ** Souches procurees aupres d'Hopitaux Publics Franfais. 
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Exemple 5 - Amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) du fragment 
d'ADN de S. aureus interne a grlA contenant une mutation ponctuelle qui 
conduit a une substitution dans GrlA de ia Ser-80 en Tyr (Ser-80->Tyr). 

5 Cet exemple decrit Tobtention du fragment d'ADN interne a grlA d'une souche 

de S. aureus . SA2, resistante aux fluoroquinolones. Le fragment de grlA contient un 
changement de base de C en A a la position 2270 du gene sauvage (Fig.l). Cette 
mutation conduit a une substitution du residu Ser-80 en Tyr dans la proteine GrlA. II a 
ete montre qu'une substitution du residu Ser-80 en Phe ou Tyr existe avec toutes les 

10 souches faiblements resistantes aux fluoroquinolones (Exempie 4), Le fragment 
interne a grlA a ete obtenu apres amplification par PCR realisee a 50°C avec TADN 
genomique de Ja souche SA2 et des oligonucleotides 3358 et 3357 qui correspondent 
respectivement a la position 2036 et 3435 sur la sequence de grlA. Plus 
specifiquement, les oligonucleotides sens 3358 ( SEQ ID N° 12) (Exemple 4) et 

15 antisens 3357 ont permis d'amplifier un fragment de 1399 paires de bases; la sequence 
de {'oligonucleotide antisens 3357 est 5- 

GGCCGAGCTCCAATTCTTCTTTTATGACATTC~3' (SEQ ED N° 1 4). 
L'oligonucleotide 3358 a egalement ete utilise pour introduire, par mutagenese, une 
sequence CATATG, a la place du codon d'initiation GTG pour creer un site NdeL Le 

20 fragment de grlA amplifie a ete clone dans les sites de donage BamH I/SstI de pUC18 
(Boehringer Mannheim), et 6 clones contenant ce plasmide, pXL2692, ont ete 
analyses apres sequen<?age de leur insert. Dans tous les cas une sequence CATATG a 
ete introduce a la place du codon ^initiation GTG, et la mutation ponctuelle a la 
position 2270 de grlA (C-> A) a ete retrouvee. 

25 

Exempie 6 * Expression chez E. coli du gene griA contenant un changement de 
base correspondant au changement du residu Ser-80 en Tyr, 

Cet exemple decrit la construction realisee pour exprimer, chez E. coH, le gene 
30 grlA mute sous le contrdle du promoter T7 (Studier et al., 1990). Le plasmide 
depression pXL2742, contenant le gene grlA mute, a ete construit en clonant 1'insert 
de 0 t 75kb du pXL2692 dans le site Ndd du pXL2338 (Exemple 3.2). Le plasmide 
pXL2742 a ete introduit dans la souche E. coli XLl-Blue et I'expression du gene grlA 
a ete realise comme cela est decrit dans l'exemple 3.2. La production d'une proteine 
35 ayant un poids moleculaire de 90 000 a ete obtenue avec le plasmide pXL2742 
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contenant le gene grlA , Le poids moleculaire mesure est en accord avec le poids 
moleculaire deduit de ia sequence du gene grlA , et ceiui deja obtenu pour la proteine 
GrlA sauvage (Exemple 3.2) 

5 Exemple 7- Activite ADN topoisomerase IV de la proteine GrlAB de S. aureus , 

Cet exemple illustre comment un extrait acellulaire contenant la proteine 
GrlAB peut etre prepare et comment 1'activite enzymatique de la proteine GrlAB 
presente dans cet extrait peut etre detectee et mesuree. 

10 

7.1 - Preparation des extraits cellulaires. 

Un extrait acellulaire de la souche EL coH XL 1 -blue pXL2340 exprimant la 
proteine GrlA est prepare par exemple de la fa^on suivante: 

15 la souche E. coH XLl-blue pXL2340 est cultivee comme suit: 250 ml de milieu LB 
contenant de Pampicilline a 50 mg/1 sont inocules au l/100ieme avec une culture de E. 
coli XLl-blue pXL2340, et incubes a 30°C; lorsque la densite optique a 600 nm est de 
0.3, sont ajoutes 1 mM BPTG; apres 30 min d'incubation a 37°C la souche est infectee 
par le phage helper M13/T7 avec une multiplicite ^infection de 5 pfvi par cellule 

20 pendant 4 heures. Apres centrifiigation (5000 x g; 20 min), les cellules obtenues a 
partir de 1,5 litre de culture sont resuspendues dans 20 ml de tampon Tris/HCl 50 mM 
pH 7.8 contenant 10 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.12% Brij 58 et 0.75 
mg/ml de lysozyme. Apres 30 min a 4°C> le melange est centrifuge durant lh a 50 000 
x g et le surnageant contenant la proteine GrlA est recupere. Un echange de tampon 

25 est effectue sur cet echantillon en chromatographiant l'extrait a travers une colonne 
remplie de Sephadex G625 (Pharmacia) equilibree et eluee avec du tampon Tris/HCl 
50 mM pH 7.5 contenant 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 100 mM NaCl et 10% de 
sacharose 

Un extrait acellulaire contenant la proteine GrlB est prepare de fa$on similaire 
30 a partir de la souche E. coH XL 1 -blue pXL2320. 

7-2 - Purification de TADN topoisomerase IV de S. aureus . 

Cet exemple illustre comment une enzyme de S. aureus catalysant la 
segregation des chromosomes fils durant la phase finale de la replication 
35 (topoisomerase IV) peut etre purifiee. 
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La purification des deux sous-unites GrlA et GriB de la topoisomerase IV est realise 
comme decrit ci-dessous, en utilisant le dosage de I'activite de decatenation decrit dans 
l'exemple 7-3 pour detecter la presence des proteines GrlA et GrlB tout au long de la 
purification, ainsi que cela est couramment utilise par l'homme de Tart. Lors du dosage 
5 de cette activite enzymatique, la complementation des fractions contenant la proteine 
GrlA est obtenue avec 1 ng de proteines d'un extrait de la souche E. coli XL 1 -blue 
pXL2320 exprimant la sous-unite GrlB , et la complementation des fraction contenant 
la proteine GrlB est obtenue avec 1 fig de proteines d'un extrait de la souche E. coli 
XL 1 -blue pXL2340 exprimant la sous-unite GrlA. Un mode de preparation privilegie 
10 des extraits enzymatiques est decrit dans l'exemple 7,1. Entre chaque etape, les 
fractions contenant la proteine recherchee sont congelees et conservees a -70°C 
La purification- de la sous-unite A peut etre effectuee par chrornatographie, par 
exemple en suivant le protocole suivant: 

un extrait acellulaire prepare comme decrit a l'exemple 7. 1 a partir de 5 g environ de 
15 cellules de £. coli XL 1 -blue pXL2340 est chrornatographie sur une colonne MonoQ 
HR 10/10 (Pharmacia) a un debit de 3 ml/min avec un gradient lineaire de NaCl (0,1M 
a 0,6M en 60 min) dans un tampon pH 8,0 Tris/HCl 10 mM contenant 1 mM EDTA, 
] mM DTT et 10% de glycerol (p/v). Les fractions actives sont regroupees et 
I'echantillon est chrornatographie sur une colonne Superdex 200 HiLoad 26/60 
20 (Pharmacia) equilibree et eluee avec du tampon pH 7,5 Tris/HCl 50 mM contenant 1 
mM EDTA, 5 mM DTT et 0,25 M NaCL La proteine GrlA, qui se presente sous 
forme d'un pic symetrique, est co-eluee avec Pactivite recherchee. Apres cette etape, la 
preparation presente une seule bande visible en SDS-PAGE apres revelation au nitrate 
d'argent, et cette bande migre avec un poids moleculaire apparent de 90 000 environ. 

25 

La purification de la sous-unite B peut etre effectuee par chromatographic, par 
exemple en suivant le protocole suivant: 

un extrait acellulaire prepare comme decrit a l'exemple 5 a partir de 5 g environ de 
cellules de E. coil XLl-blue pXL2320 est injecte sur une colonne de Novobiocine- 
30 Sepharose CL-6B (6 ml de gel prepare suivant le protocole decrit par Staudenbauer et 
al., 198L Nucleic Acids Research) equilibree dans du tampon pH 7,5 Tris/HCl 50 mM 
contenant 1 mM EDTA, 5 mM DTT et 0,3 M NaCL Apres lavage de la colonne avec 
le meme tampon, la proteine GrlB est eluee avec du tampon pH 7,5 Tris/HCl 50 mM 
contenant 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 2 M NaCl et 5 M uree, Cette fraction est ensuite 
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chromatographiee sur une colonne de permeation de gel Superdex 200 HiLoad 26/60 
(Pharmacia) equilibree et eluee avec du tampon pH 7,5 Tris/HCI 50 mM contenant 1 
mM EDTA, 5 mM DTT et 0,25 M NaCL La proteine GrlB, qui se presente sous 
forme d'im pic symetrique, est co-eluee avec 1'activite recherchee. Apres cette etape, la 
5 preparation presente une seule bande visible en SDS-PAGE apres revelation au nitrate 
d'argent, et cette bande migre avec un poids moleculaire apparent de 80 000 environ, 

7,3 Detection des activites enzymatiques de la proteine GrlAB. 

10 Les differentes activites enzymatiques de la proteine GrlAB sont detectees en 

incubant dans le merne melange reactionnel des quantites egales des deux types 
d'extraits prepares a I'aide du precede decrit ci dessus ou de tout autre procede 
permettant de recuperer les proteines enzymatiques intracellulaires du microorganisme 
tout en preservant leur activite, comnie par exemple les precedes mettant en oeuvre 

15 l'utilisation de presses (telles que la French Press, la X-Press), ou Tutilisation des ultra- 
sons. 

On peut detecter 1'activite de relaxation (ou relachement) ATP-dependante de 
TADN surenroule en procedant par exemple de la fa^on suivante: 

20 un melange d'un extrait de la souche E. coH XL 1 -blue pXL2320 (1 \ig de proteines) et 
d'un extrait de la souche E, coh XL 1 -blue pXL2340 (l^ig de proteines) est incube 
durant lh a 37°C dans 30^1 de tampon Tris/HCI 50 mM pH 7.7 contenant 4 mM 
ATP, 6 mM MgCl 2 , 5 mM DTT, 1 mM spermidine, 20 mM KC1, 50 ng/ml d'albumine 
de serum de boeuf et 500 ng de plasmide pBR322 surenroule. La reaction est arretee 

25 par l'ajout de 7jil d'un melange SDS a 5% et proteinase K a 2,5 mg/ml et les 
echantillons sont incubes pendant une seconde periode de 30 min a 37°C puis analyses 
par electrophorese en gel d'agarose a 1% dans du tampon Tris/borate 0.1M pH 8.3 
contenant 2 mM EDTA a 6V/cm pendant 3h. La separation des ADN relaches et 
nickes (ou open circular) est effectuee en procedant a une migration electrophoretique 

30 supplemental de 2h apres ajout de bromure d'ethidium (1 ng/ml) au tampon de 
migration. L'ADN est ensuite quantifie en scannant les negatifs de photos des gels 
(film Polaroid type 665) a I'aide d'un appareil Bioimage SOS (Millipore). 

La Figure 4 montre que les extraits acellulaires des souches E. coli XL 1 -blue 
pXL2320 et E. coH XLl-blue pXL2340 presentent en melange, une intense activite de 

35 relachement de 1'ADN alors que chacun des extraits est inactif lorsqu'il est incube seuL 
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La reaction est dependante de l'ATP. De plus, ces deux extraits, seuls ou en melange 
ne presentent pas d'activite de surenrouiement de IADN, activite typique de la gyrase. 

Onxpeut detecter I'activite de decatenation ATP-dependante de molecules 
5 d'ADN circulaires entreiacees (catenanes) en procedant par exemple de la fa^on 
suivante : 

un melange d'un extrait de la souche E. coli XLl-blue pXL2320 (2.5^g de proteines) 
et d'un extrait de la souche E, coli XLl-blue pXL2340 (2.5 jig de proteines) est incube 
durant lh a 37°C dans 40^1 de tampon Tris/HCi 50 rnM pH 7.7 contenant 1 mM 

10 ATP, 6 mM MgCI2, 200mM de glutamate, 10 mM DTT, 10 rnM NaCl, 50 fig/ml 
d'albumine de serum de boeuf et 800 ng d'ADN de kinetoplaste [constitue d'un reseau 
de molecules d'ADN enlacees (catenanes) obtenu a partir de Crithidia fasciculata ; 
TopoGene]. La reaction est arretee par Tajout de 7^1 d'une solution 250 mM EDTA 
(incubation 5 min a 37°C), 5 jil d'un melange SDS a 5% et proteinase K a 2,5 mg/ml 

15 (incubation 30 min a 37°C). Le melange est ensuite analyse par electrophorese en gel 
d'agarose a 1% dans du tampon Tris/borate 0.1M pH 8.3 contenant 2 mM EDTA a 
6V/cm pendant 2h 30 min, Apres coloration de FADN au bromure d'ethidium 
(lug/ml), TADN est quantifie en scannant Ies negatifs de photos des gels (film 
Polaroid type 665) a I'aide d'un appareil Bioimage SOS (Mlllipore). En se pla^ant par 

20 exemple dans les conditions decrites ci dessus, Ies extraits des deux souches E. coli 
XLl-blue pXL2320 et E. coli XL I -blue pXL2340 presentent en melange une activite 
de decatenation complete de I'ADN de kinetoplaste de depart. Cette activite est mise 
en evidence par i'apparition d*une bande d'ADN d'une taille de 2,5 kb environ et par la 
disparition de la bande d'ADN catene de tres grosse taille qui penetre tres peu dans le 

25 gel au cours de la migration electrophoretique (Figure 5). La gyrase de E. coli 
introduce en controle dans cet essai ne presente pas d'activite de decatenation 
contrairement a TADN topoisomerase IV de E. coli qui decatene completement l'ADN 
de kinetoplaste (Figure 5), 

30 Exemple 8 - Activite ADN topoisomerase IV de la protein e GrlAB de S. aureus 
dont la sous-unite GrlA presente une substitution du residu Ser-80 en Tyr (Ser- 
80-»Tyr). 
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8.1- Preparation d'un extrait cellulaire contenant la proteine GrlAB de S. aureus 
dont la sous-unite GrlA preserve une substitution du residu Ser-80 en Tyr (Ser- 
80->Tyr). 

Cet exemple illustre comment un extrait acellulaire contenant ia proteine 
5 GrIA(Scr-80->Tyr)B peut etre prepare, et comment I'activite enzymatique de la proteine 
GrlA(Ser-80-»Tyr)B peut etre detectee et mesuree. 

Un extrait acellulaire de la souche E. coH XLl-Blue pXL2742 exprimant la 
proteine GrIA(Ser-80->Tyr) est prepare par exemple comme decrit a I'exemple 7 pour la 
10 proteine GrlA sauvage. 

8.2 - Purification d'une I'ADN topoisomerase IV de S. aureus possedant une 
mutation Ser-80-Tyr dans la sous-unite GrlA. 

15 Cet exemple illustre comment une topoisomerase IV de S. aureus possedant 

une mutation Ser-80~>Tyr dans la sous-unite GrlA peut etre purifiee. La sous-unite 
GrlA de la topoisomerase IV possedant une mutation Ser-80->Tyr est purifiee en 
suivant un protocole identique a celui decrit a I'exemple 7.2 a partir d'une culture de la 
souche E. coli XL 1 -blue pXL2742 constraite comme decrit a I'exemple 6. 

20 

8.3 - Detection des activites enzymatiques. 

Les activites ATP-dependantes de relaxation de I'ADN suienroule d'une part, 
et de decatenation de molecules d'ADN circulaire entrelacees d'autre part, sont mises 
25 en evidence dans cet extrait comme cela est decrit a I'exemple 7, en incubant dans le 
meme melange reactionnel, un extrait acellulaire de la souche E. coli XLl-Blue 
pXL2742 contenant la proteine GrlA(Ser-80-»Tyr) et un extrait de la souche E. coli 
XLl-Blue pXL2320 contenant la proteine GrlB. 

30 

Exemple 9. Inhibition par les fluoroquinolones de I'activite ADN topoisomerase 
IV de la proteine GrlAB sauvage de S. aureus et resistance aux fluoroquinolones 
de la proteine comportant une transition Ser-80-> Tyr dans la sous-unite GrlA. 
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Les deux methodes decrites dans l'exemple 7 pour le dosage d'activites ADN 
topoisomerase IV peuvent etre utilisees pour rnettre en evidence de nouvelles 
molecules agissant comme des inhibiteurs de la topoisomerase IV de S. aureus ou 
pour caracteriser le comportement de la topoisomerase IV de £. aureus vis-a-vis de 
5 molecules deja identifies commes inhibitrices d'autres topoisomerases (par exemple 
les fluoroquinolones). 

Dans le test de relaxation de TADN surenroule par exemple, la disparition ou la 
diminution de la bande d'ADN relache lors de Tanalyse du melange reactionnel apres 
incubation de la proteine GrlAB de S. aureus en presence d'une molecule ou d'un 
10 melange de plusieurs molecules, indique que cette molecule (ou ces molecules) est 
inhibitrice de l'activite de relaxation de GrlAB, et est done potentiellement 
antibacterienne. 

Toutefois, puisque les etudes realisees a ce jour (decrites dans l'exemple 7) ont 
demontre que la proteine GrlAB est une topoisomerase IV, et puisqu'ii est aujourd'hui 

15 etabli que la fonction majeure des topoisomerases IV est la decatenation (ou 
desenchevetrement) des chromosomes fils enlaces lors des etapes finale de la 
replication, il parait plus judicieux de rechercher les inhibiteurs de la proteine GrlAB 
en utilisant un test de decatenation de TADN en mettant en oeuvre, par exemple, le 
test decrit a l'exemple 7.3. Pour realiser les experiences decrites dans les exemples qui 

20 suivent, les incubations sont effectuees avec la proteines GrlAB sauvage purifiee 
comme decrit a Texemple 7, et avec la proteine Gi*iA(Ser-80-}Tyr)B mutante comme 
decrit a 1'exemple 8. Les deux proteines GrlAB sauvage et mutante sont reconstituees 
en melangeant des quantites equimolaires de leurs deux sous-unites GrlA et GrlB. 
Dans le test de decatenation, s r il est observe la disparition ou la diminution de 

25 Tintensite de la bande d'ADN decatene lors de Tanalyse du melange reactionnel apres 
incubation de la proteine GrlAB en presence d'une molecule ou d'un melange de 
plusieurs molecules, ceci indique que cette molecule (ou ces molecules) est inhibitrice 
de l'activite de decatenation de la proteine GrlAB, et est done potentiellement 
antibacterienne. 

30 Puisqu'ii a ete demontre dans la presente invention que la proteine GrlAB est la cible 
primaire pour les molecules de la famille des fluoroquinolones, il apparait que les 
fluoroquinolones doivent agir comme des inhibiteurs dans le test de decatenation 
decrit a Texemple 7. En effet, lorsque la proteine GrlAB purifiee est incubee en 
presence de quantites croissantes d'une fluoroquinolone, par exemple la 

35 ciprofloxacin, il apparait qu'a partir d'une concentration de 10 jag/ml, la 
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ciprofloxacine inhibe totalement l'activite de decatenation de TADN de kinetopiaste. 
La ciprofloxacine inhibe 50% de l'activite de decatenation de TADN de kinetopiaste a 
une concentration de 4,0 |ig/ml. 

De memev la sparfloxacine qui est une autre fluoroquinolone, inhibe 50% de l'activite 
5 de decatenation de TADN de kinetopiaste a une concentration de 6,0 ng/ml. 

De meme, puisqu'il a ete demontre dans la presente invention (exemple 4) que la 
presence d'une mutation Ser-80->Tyr sur la sous-unite GrIA de la proteine GrlAE 
mutante confere a la souche un certain niveau de resistance aux fluoroquinolones, par 
exemple la ciprofloxacine, il apparait que les fluoroquinolones doivent agir sur cette 
10 ADN topoisomerase IV mutante comme des inhibiteurs moins efficaces dans le test de 
decatenation decrit a l'exemple 7. 

En efFet, lorsque la proteine GrlA(Ser-80-»Tyr)B mutante est incubee en presence de 
quantites croissantes d'une fluoroquinolone, par exemple la ciprofloxacine, il apparait 
que la ciprofloxacine inhibe 50% de l'activite de decatenation de 1'ADN de 

15 kinetopiaste a une concentration de 60 jig/ml, soit une concentration 15 fois 
superieure a celle necessaire pour obtenir le meme efFet avec l'enzyme sauvage. 
De rneme, en presence de l'enzyme GrlA(Ser-so-*Tyr)B mutante, la sparfloxacine inhibe 
50% de l'activite de decatenation de 1'ADN de kinetopiaste a une concentration de 500 
Hg/ml, soit une concentration 80 fois superieure a celle necessaire pour obtenir le 

20 meme efFet avec l'enzyme sauvage. 

La norfloxacine inhibe 50% de l'activite de decatenation de l'ADN de kinetopiaste a 
une concentration de 12 ng/ml avec Tenzyme GrlAB sauvage et presente la meme 
activite inhibitrice a une concentration de 125 |4g/ml avec Tenzyme GrlA(Scr-80->Tyr)B. 
L'ofloxacine inhibe 50% de l'activite de decatenation de TADN de kinetopiaste a une 

25 concentration de 10 fig/ml avec l'enzyme GrlAB sauvage et presente la meme activite 
inhibitrice a une concentration de 250 |ig/ml avec l'enzyme GrlA(Scr-80->Tyr)B. 
La novobiocine, dont le mecanisme d'action est different de celui des 
fluoroquinolones, doit done en principe presenter la meme activite inhibitrice sur les 
deux enzymes GrlAB sauvage et GrlA(Ser-80-»Tyr)B mutante dans le test de 

30 decatenation decrit dans l'exemple 7. En effet, la novobiocine inhibe 50% de l'activite 
de decatenation de TADN de kinetopiaste a une concentration de 30 pg/ml environ 
quelque soit l'enzyme utilisee (GrlAB sauvage ou GrlA{Ser~80-»TyT)B mutante). 
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ABREVIATIONS 

ADN : acide deoxyribonucleique 
ARN : acide ribonucleique 
5 CMI : concentration minima) e inhibitrice 
EPTG : isopropylthio-P-D-galactoside 
LB : milieu Luria-Bertani 

PAGE : gel d'electrophorese contenant de l'acrylamide et du N 3 N-methylenebisacrylamide 
PCR : reaction de polymerisation de chaine 
10 pfu : particule condutsant a la formation d'une plage 

QRDR : region de la sous-unite GyrA ou sont cartographies les mutations 

ponctuelles conduisant a la resistance aux fluoroquinolones 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
Tris : tris{hydroxymethyI)aminomethane 

15 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 



(i) N DEPOSANT: 
5 (A) NOM: RHONE- POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 2 0, avenue Raymond ARON 
(CJ VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 
{ F) CODE POSTAL: 92165 
10 (ii) TITRE DE L* INVENTION : NOUVELLE TOP0I SOME RASE IV, 

SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES CORRESPONDANTES ET UTILISATIONS. 

{iii} N OMBRE DE SEQUENCES: 14 

(ivj FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

15 (B> ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC- DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL; Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 4565 paires de bases 

( B) TYPE: acicie nucleique 
{C) N OMBRE DE BRINS: double 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

25 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

fiii) ANTI-SENS: NON 

(Vi) ORIGINE; 

(A) ORGANISME: Staphylococcus aureus 



30 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



10 20 30 40 50 60 

GAATTCCGAC GTACGTTTGC AGGAGGCGAA ATCATTGGCA ATGAATAAAC AAAATAATTA 
35 CTTAAGGCTG CAT G CAAAC G TCCTCCGCTT TAGTAACCGT TACTTATTTG TTTTATTAAT 



40 



70 80 90 100 110 120 

TTCAGATGAT T CAAT ACAGG TTTTAGAGGG GTTAGAAGCA GTTCGTAAAA GACCTGGTAT 
AAGTCTACTA AGTTATGTCC AAAATCTCCC CAATCTTCGT CAAGCATTTT CTGGACCATA 

130 140 150 160 170 180 

GTATATTGGA TCAACTGATA AACGGGGATT ACATCATCTA GTATATGAAA TTGTCGATAA 
CAT ATAAC CT AGTTGACTAT TTGCCCCTAA TGTAGTAGAT CATATACTTT AACAGCTATT 
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190 200 210 220 230 240 

CTCCGTCGAT GAAGTATTGA ATGGTTACGG TAACGAAATA GATGTAACAA TTAATAAAGA 
GAGGCAGCTA CTTCATAACT TACCAATGCC ATTGCTTTAT CTACATTGTT AATTATTTCT 

5 250 260 270 280 290 300 

TGGTAGTATT TCTATAGAAG ATAATGGACG TGGTATGCCA ACAGGTATAC ATAAATCAGG 
ACCATCATXA AGATATCTTC TATTACCTGC ACCATACGGT TGTCCATATG TATTTAGTCC 

310 320 330 340 350 360 

10 TAAACCGACA GTCGAAGTTA TCTTTACTGT TTTACATGCA GGAGGTAAAT TTGGACAAGG 
ATTTGGCTGT CAGCTTCAAT AGAAATGACA AAATGTACGT CCTCCATTTA AACCTGTTCC 

370 380 390 400 410 420 

TGGCTATAAA ACTTCAGGTG GTCTTCACGG CGTTGGTGCT TCAG7GGTAA ATGCATTGAG 
15 ACCGATATTT TGAAGTCCAC CAGAAGTGCC GCAACCACGA AGTCACCATT TACGTAACTC 

430 440 450 460 470 460 

TGAATGGCTT GAAGTTGAAA TCCATCGAGA TGGTAATATA TAT CAT C AAA GTTTTAAAAA 
ACTTACCGAA CTTCAACTTT AGGTAGCTCT ACCATTATAT ATAGTAGTTT CAAAATTTTT 

20 

490 500 510 520 530 54 0 

CGGTGGTTCG CCATCTTCAG GTTTAGTGAA AAAAGGTAAA AC T AAGAAAA CAGGTACCAA 
GCCACCAAGC GGTAGAAGTC CAAATCACTT TTTTCCATTT TGA7TCTTTT GTCCATGGTT 

25 550 560 570 5S0 590 600 

AGTAACATTT AAACCTGATG ACACAATTTT TAAAGCATCT ACATCATTTA ATTTTGATGT 
TCATTGTAAA TTTGGACTAC TGTGTTAAAA ATTTCGTAGA TGTAGTAAAT TAAAACTACA 

610 620 630 640 650 660 

30 TTTAAGTGAA CGACTACAAG AGTCTGCGTT CTTATTGAAA AATTTAAAAA TAACGCTTAA 
AAATTCACTT GCTGATGTTC TCAGACGCAA GAATAACTTT TTAAATTTTT ATTGCGAATT 

670 680 690 700 710 720 

TGATTTACGC AGTGGTAAAG AGCGTCAAGA GCATTACCAT TATGAAGAAG GAATCAAAGA 
35 ACTAAATGCG TCACCATTTC TCGCAGTTCT CGTAATGGTA ATACTTCTTC CTTAGTTTCT 

730 740 750 760 770 780 

GTTTGTTAGT TATGTCAATG AAGGAAAAGA AGTTTTGCAT GACGTGGCTA CATTTTCAGG 

CAAACAATCA ATACAGTTAC TTCCTTTTCT TCAAAACGTA CTGCACCGAT GTAAAAGTCC 

40 

790 800 810 820 830 840 

TGAAGCAAAT GGTATAGAGG TAGACGTAGC TTTCCAATAT AATGATCAAT ATTCAGAAAG 

ACTTCGTTTA CCATATCTCC ATCTGCATCG AAAGGTTATA TTACTAGTTA TAAGTCTTTC 

45 850 860 870 880 890 900 

TATTTTAAGT TTT GTAAATA ATGTACGTAC TAAAGATGGT GGTACACATG AAGTTGGTTT 
ATAAAATT CA AAACATTTAT TACATGCATG ATTTCTACCA CCATGTGTAC TTCAACCAAA 

910 920 930 940 950 960 

50 TAAAACAGCA ATGACACGCG TATTTAATGA TTATGCACGT CGTATTAATG AACTTAAAAC 
ATTTTGTCGT TACTGTGCGC ATAAATTACT AATACGTGCA GCATAATTAC TTGAATTTTG 

970 980 990 1000 1010 1020 

AAAAGATAAA AACTTAGATG GTAATGATAT TCGTGAAGGT TTAACAGCTG TTGTGTCTGT 
55 TTTTCTATTT TTGAATCTAC CATTACTATA AGCACTTCCA AATTGTCGAC AACACAGACA 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

TCGTATTCCA GAAGAATTAT TGCAATTTGA AGGACAAACG AAATCTAAAT TGGGTACTTC 
AGCATAAGGT CTTCTTAATA ACGTTAAACT TCCTGTTTGC TTTAGATTTA ACCCATGAAG 
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1090 1100 1110 1120 1130 1140 

TGAAGCTAGA AGTGCTGTTG ATTCAGTTGT TGCAGACAAA TTGCCATTCT ATTTAGAAGA 

ACTTCGATCT TCACGACAAC TAAGTCAACA ACGTCTGTTT AAC GGTAAGA TAAATCTTCT 

5 

1150 1160 11*70 1180 1190 1200 

AAAAGGACAA TTGTCTAAAT CACTTGTGAA AAAAGCGATT AAAGCACAAC AAGCAAGGGA 

TTTTCCTGTT AACAGATTTA GTGAACACTT TTTTCGCTAA TTTCGTGTTG TTCGTTCCCT 

10 1210 1220 1230 1240 1250 1260 

AGCTGCACGT AAAGCTCGTG AAGAT GCTCG TTCAGGTAAG AAAAACAAGC GTAAAGACAC 
TCGACGTGCA TTTCGAGCAC TTCTACGAGC AAGTCCATTC TTTTTGTTCG CATTTCTGTG 

1270 1280 1290 130O 1310 1320 

15 TTTGCTATCT GGTAAATTAA CACCTGCACA AAGTAAAAAC ACTGAAAAAA ATGAATTGTA 
AAACGATAGA C CATTTAATT GTGGACGTGT TTCATTTTTG TGACTTTTTT TACTTAACAT 

1330 134 0 1350 1360 1370 13 8 0 

TTTAGTCGAA GGTGATTCTG CGGGAGGTTC AGCAAAACTT GGACGAGACC GCAAATTCCA 
20 AAATCAGCTT CCACTAAGAC GCCCTCCAAG TCGTTTTGAA CCTGCTCTGG CGTTTAAGGT 

1390 1400 1410 142 0 1430 14 4 0 

AGCGATATTA CCATTACGTG GTAAGGTAAT TAATACAGAG AAAGCACGTC TAGAAGATAT 

TCGCTATAAT GGTAATGCAC CATTC CATTA ATTATGTCTC TTTCGTGCAG ATCTTCTATA 

25 

14 50 1460 1470 1480 1490 15 00 

TTTTAAAAAT GAAGAAATTA ATACAATTAT CCACACAATC GGGGCAGGCG TTGGTACTGA 

AAAATTTTTA CTTCTTTAAT TAT GTTAATA GGTGTGTTAG CCCCGTCCGC AACCATGACT 

30 1510 1520 1530 1540 1550 1560 

CTTTAAAATT GAAGATAGTA ATTATAATCG TGTAATTATT ATGACTGATG CTGATACTGA 
GAAATTTTAA CTTCTATCAT TAATATTAGC ACATTAATAA TACTGACTAC GACTAT GACT 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 

35 TGGTGCGCAT ATTCAAGTGC TATTGTTAAC ATTCTTCTTC AAATATATGA AACCGCTTGT 
ACCACGCGTA TAAGTTCACG ATAACAATTG TAAGAAGAAG TTTATATACT TTGGCGAACA 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

TCAAGCAGGT CGTGTATTTA TTGCTTTACC TCCACTTTAT AAATTGGAAA AAGGTAAAGG 
40 AGTTCGTCCA GCACATAAAT AACGAAATGG AGGTGAAATA TTTAACCTTT TTCCATTTCC 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

CAAAACAAAG CGAGTTGAAT ACGCTTGGAC AGACGAAGAG CTTAATAAAT TGCAAAAAGA 

GTTTTGTTTC GCTCAACTTA TGCGAACCTG TCTGCTTCTC GAATTATTTA ACGTTTTTCT 

45 

1750 1760 1770 1780 1790 1800 

ACTTG GTAAA GG CTTCACGT TACAACGTTA GAAAGGTTTG GGTGAAATGA ACCCTGAACA 

TGAACCATTT CCGAAGTGCA ATGTTGCAAT GTTTCCAAAC CCACTTTACT TGGGACTTGT 

50 1810 1820 1830 1840 1850 1860 

ATTATGGGAA ACGACGATGA ACCCAGAAAC ACGAACTTTA ATTCGTGTAC AAGTTGAAGA 
TAATACCCTT TGCTGCTACT TGGGTCTTTG TGCTTGAAAT TAAGCACATG TTCAACTTCT 

1B70 1880 1890 1900 1910 1920 

55 TGAAGTGCGT TCATCTAAAC GTGTAACAAC ATTAATGGGT GACAAAGTAC AACCTAGACG 
ACTTCACGCA AGTAGATTTG CACATTGTTG TAATTACCCA CTGTTTCATG TTGGATCTGC 
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1930 1940 1950 1960 1970 1980 

TGAATGGATT GAAAAGCATG TTGAGTTTGG TATGCAAGAG GACCAAAGTA TTTTAGATAA 
ACTTACCTAA CTTTTCGTAC AACTCAAACC ATACGTTCTC CTGGTTTCAT AAAAT CTATT 

5 1990 2000 2010 2020 2030 2040 

TTCTGAAGTA CAAGTGCTTG AAAATGATCA ATTTGATGAG GAGGAAATCT AGTGAGTGAA 
AAGACTT&VT GTTCACGAAC TTTTACTAGT TAAACTACTC CTCCTTTAGA TCACTCACTT 

2050 2060 2070 2080 2090 2100 

10 ATAATTCAAG ATTTATCACT TGAAGATGTT TTAGGTGATC GCTTTGGAAG ATATAGTAAA 
TATTAAGTTC TAAATAGTGA ACTTCTACAA AATCCACTAG CGAAACCTTC TATATCATTT 

2110 2120 2130 2140 2150 2160 

TATATTATTC AAGAGCGTGC ATTGCCAGAT GTTCGTGATG GTTTAAAACC AGTACAACGT 
15 ATATAATAAG TTCTCGCACG TAACGGTCTA CAAGCACTAC CAAATTTTGG TCATGTTGCA 

2170 2180 2190 2200 2210 2220 

CGTATTTTAT ACGCAATGTA TTCAAGTGGT AATACACACG AT AAAAAT T T CCGTAAAAGT 

GCATAAAATA TGCGTTACAT AAGTTCACCA TTATGT GTGC TATTTTTAAA GGCATTTTCA 

20 

2230 2240 2250 2260 2270 2280 

GCGAAAACAG TCGGTGATGT TATTGGTCAA TATCATCCAC AT GG AGACTC CTCAGTGTAC 

CGCTTTTGTC AGCCACTACA ATAACCAGTT ATAGTAGGTG TACCTCTGAG GAGTCACATG 

25 2290 2300 2310 2320 2330 234 0 

GAAGCAATGG TCCGTTTAAG TCAAGACTGG AAGTTACGAC ATGTCTTAAT AGAAATGCAT 
CTTCGTTACC AGGCAAATTC AGTTCTGACC TTCAATGCTG TACAGAAT T A TCTTTACGTA 

2350 2360 2370 238 0 23 90 24 00 

30 GGTAATAATG GTAGTATCGA TAATGATCCG CCAGCGGCAA TGCGTTACAC TGAAGCTAAG 
CCATTATTAC CATCATAGCT ATTACTAGGC GGTCGCCGTT ACGCAATGTG ACTTCGATTC 

2410 2420 2430 24 4 0 24 50 24 60 

TTAAGCTTAC TAGCT GAAGA GTTATTACGT GATATTAATA AAGAGACAGT TTCTTTCATT 
35 AATTCGAATG ATCGACTTCT CAATAATGCA CTATAATTAT TTCTCTGTCA AAGAAAGTAA 

2470 2480 2490 2500 2510 2520 

CCAAACTATG ATGATACGAC ACTCGAACCA ATGGTATTGC CAT CAAGATT TCCTAACTTA 

GGTTTGATAC TACTATGCTG TGAGCTTGGT TACCATAACG GTAGTTCTAA AGGATTGAAT 

40 

2530 2540 2550 2560 2570 2580 

CTAGTGAATG GTTCTACAGG TATATCTGCA GGTTACGCGA CAGATATACC ACCACATAAT 

GATCACTTAC CAAGATGTCC ATATAGACGT CCAATGCGCT GTCTATATGG TGGTGTATTA 

45 2S90 2600 2610 2620 2630 2640 

TTAGCTGAAG TGATTCAAGC AACACTTAAA TATATTGATA ATCCGGATAT TACAGTCAAT 
AATCGACTTC ACTAAGTTCG TTGTGAATTT ATATAACTAT TAGGCCTATA ATGTCAGTTA 

2650 2660 2670 2660 2690 2700 

50 CAATTAATGA AATATATTAA AGGTCCTGAT TTTCCAACTG GTGGTATTAT TCAAGGTATT 
GTTAATTACT TTATATAATT TCCAGGACTA AAAGGTTGAC CACCATAATA AGTTCCATAA 

2710 2720 2730 2740 2750 2760 

GATGGTATTA AAAAAGCTTA TGAATCAGGT AAAG GTAGAA TTATAGTTCG TTCTAAAGTT 
55 CT AC CAT AAT TTTTTCGAAT ACTTAGTCCA TTTCCATCTT AATATCAAGC AAGATTTCAA 

2770 2780 2790 28 00 2810 2820 

GAAGAAGAAA CTTTACGCAA TGGACGTAAA CAi * TAATTA TTACTGAAAT T C CAT AT GAA 
CTTCTTCTTT GAAATGCGTT ACCTGCATTT GT CAAT T AAT AATGACTTTA AGGTATACTT 
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2830 2840 2850 2860 2870 2880 

GTGAACAAAG GTAGCTTAGT AAAACGTATC GATGAATTAC GTGCTGACAA AAAAGTCGAT 

CACTTGTTTC CAT C GAAT C A TTTTGCATAG CTACTTAATG CACGACTGTT TTTTCAGCTA 

5 

2890 2900 2910 2920 2930 2940 

GGTATCGTTG AAGTACGTGA TGAAACTGAT AGAACTGGTT TACGAATAGC AATTGAATTG 

CCATAGCAAC TTCATGCACT ACTTTGACTA TCTTGACCAA ATGCTTATCG TTAACTTAAC 

10 2950 2960 2970 2980 2990 3000 

AAAAAAGATG TGAACAGTGA ATCAATCAAA AATTATCTTT ATAAAAACTC TGATTTACAG 
TTTTTTCTAC ACTTGTCACT TAGTTAGTTT TTAATAGAAA TATTTTTGAG ACTAAATGTC 

3010 3020 3030 3040 3050 3060 

15 ATTTCATATA ATTTCAACAT GGTCGCTATT AGTGATGGTC GTCCAAAATT GATGGGTATT 
TAAAGTATAT TAAAGTTGTA CCAGCGATAA TCACTACCAG CAGGTTTTAA CTACCCATAA 

3070 3080 3090 3100 3110 3120 

CGTCAAATTA TAGATAGTTA TTTGAATCAT CAAATTGAGG TTGTTGCAAA TAGAACGAAG 
20 GCAGTTTAAT ATCTATCAAT AAACTTAGTA GTTTAACTCC AACAACGTTT ATCTTGCTTC 

3130 3140 3150 3160 3170 3180 

TTTGAATTAG ATAATGCTGA AAAACGTATG CATATCGTTG AAGGTTTGAT TAAAGCGTTG 
AAACTTAATC TATTACGACT TTTTGCATAG GTATAGCAAC TTCCAAACTA ATTTCGCAAC 

25 

3190 3200 3210 3220 3230 3240 

TCAATTTTAG ATAAAGTAAT CGAATTGATT CGTAGCTCTA AAAACAAGCG TGACGCTAAA 
AGTTAAAATC TATTTCATTA GCTTAACTAA GCATCGAGAT TTTTGTTCGC ACTGCGATTT 

30 3250 3260 3270 3280 3290 3300 

GAAAACCTTA T CGAAGTAT A CGAGTTCACA GAAGAACAGG CTGAAGCAAT TGTAATGTTA 
CTTTTGGAAT AGCTTCATAT GCTCAAGTGT CTTCTTGTCC GACTTCGTTA ACATTACAAT 

3310 3320 3330 3340 3350 3360 

35 CAGTTATATC GTTTAACAAA CACTGACATA GTTGCGCTTG AAGGTGAACA TAAAGAACTT 
GTCAATATAG CAAATTGTTT GTGACTGTAT CAACGCGAAC TTCCACTTGT ATTTCTTGAA 

3370 3380 3390 3400 3410 3420 

GAAGCATTAA TCAAACAATT AC GTCATATT CTTGATAACC ATGATGCATT ATTGAATGTC 
40 CTTCGTAATT AGTTTGTTAA TGCAGTATAA GAACTATTGG TACTACGTAA TAACTTACAG 

3430 3440 3450 3460 3470 3480 

ATAAAAGAAG AATTGAATGA AATTAAAAAG AAATT CAAAT CTGAACGACT GTCTTTAATT 

TATTTTCTTC TTAACTTACT TTAATTTTTC TTTAAGTTTA GACTTGCTGA CAGAAATTAA 

45 

3490 3500 3510 3520 3530 3540 

GAAGCAGAAA TTGAAGAAAT TAAAATTGAC AAAGAAGTTA TGGTGCCTAG TGAAGAAGTT 

CTTCGTCTTT AACTTCTTTA ATTTTAACTG TTTCTTCAAT ACCACGGATC ACTTCTTCAA 

50 3550 3560 3570 3580 3590 3600 

ATTTTAAGTA TGACACGTCA TG GAT AT ATT AAACGTACTT CTATTCGTAG CTTTAATGCT 
TAAAATTCAT ACTGTGCAGT ACCTATATAA TTTGCATGAA GATAAGCATC GAAATTACGA 

3610 3620 3630 3640 3650 3660 

55 AGCGGTGTTG AA GAT ATT G G TTTAAAAGAT GGTGACAGTT TACTTAAACA T CAAGAAGT A 
TCGCCACAAC TTCTATAACC AAATT TTCTA CCACTGTCAA AT GAATTTGT AGTTCTTCAT 
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3670 3680 3690 3700 3710 3720 

AATACGCAAG ATACCGTACT AGTATTTACA AATAAAGGTC GTTATCTATT TAT AC CAGTT 
TTATGCGTTC TATGGCATGA TCATAAATGT TTATTTCCAG CAATAGATAA ATATGGTCAA 

5 

3730 3740 3750 3760 3770 3780 

CATAAATTAC GAGATATTCG TTGGAAAGAA TTGGGGCAAC ATGTAT CACA AATAGTTCCT 
GTATTTAATG CTCTATAAGC AACCTTTCTT AACCCCGTTG TACATAGTGT TTAT CAAGGA 

10 3790 3800 3810 3820 3830 3840 

ATCGAAGAAG ATGAAGTGGT TATTAATGTC TATAATGAAA AGGACTTTAA TACTGATGCA 
TAGCTTCTTC TACTTCACCA ATAATTACAG ATATTACTTT TCCTGAAATT ATGACTACGT 

3850 3860 3870 3880 3890 3900 

15 TTTTATGTTT TTGCGACTCA AAATGGCATG ATTAAGAAAA GTACAGTGCC TCTATTTAAA 
AAAATACAAA AACGCT GAGT TTTACCGTAC TAATTCTTTT CATGTCACGG AGATAAATTT 

3910 3920 3930 3940 3950 3960 

ACAACGCGTT TTAATAAACC TTTAATTGCA ACTAAAGTTA AAGAAAATGA TGATTTGATT 
20 TGTTGCGCAA AATTATTTGG AAATTAACGT TGATTTCAAT TTCTTTTACT ACTAAACTAA 

3970 3980 3990 4O00 4010 4020 

AGTGTTATGC GCTTTGAAAA AGATCAATTA ATTACCGTAA TTACAAATAA AGGTATGTCA 
TCACAATACG CGAAACTTTT TCTAGTTAAT TAATGGCATT AATGTTTATT TCCATACAGT 

25 

4030 4040 4050 4060 4070 4080 

TTAACGTATA ATACAAGTGA ACTATCAGAT ACTGGATTAA GGGCGGCTGG TGTTAAATCA 
AATT G CAT AT TATGTTCACT TGATAGTCTA TGACCTAATT CCCGCCGACC ACAATTTAGT 

30 4090 4100 4110 4120 4130 4140 

ATAAATCTTA AAGTTGAAGA TTTCGTTGTT ATGACAGAAG GTGTTTCTGA AAATGATACT 
TATTTAGAAT TTCAACTTCT AAAGCAACAA TACTGTCTTC CACAAAGACT TTTACTATGA 

4150 4160 4170 4180 4190 4200 

35 ATATTGATGG CCACACAACG CGGCTCGTTA AAACGTATTA GTTTTAAAAT CTTACAAGTT 
TATAACTACC GGTGTGTTGC GCCGAGCAAT TTTGCATAAT CAAAATTTTA GAATGTTCAA 

4210 4220 4230 4240 4250 4260 

GCTAAAAGAG CACAACGTGG AATAACTTTA TTAAAAGAAT TAAAGAAAAA TCCACATCGT 
40 CGATTTTCTC GTGTTGCACC TTATTGAAAT AATTTTCTTA ATTTCTTTTT AGGTGTAGCA 

4270 4280 4290 4300 4310 4320 

ATAGTAGCTG CACATGTAGT GACAGGTGAA CATAGTCAAT ATACATTATA TTCAAAATCA 
TATCATCGAC GTGTACATCA CTGTCCACTT GTATCAGTTA TATGTAATAT AAGTTTTAGT 

45 

4330 4340 4350 4360 4370 4380 

AACGAAGAAC ATGGTTTAAT TAATGATATT CATAAATCTG AACAATATAC AAATGGCTCA 
TTGCTTCTTG T AC C AAATT A ATTACTATAA GTATTTAGAC TTGTTATATG TTTACCGAGT 

50 4390 4400 4410 4420 4430 4440 

TTCATTGTAG ATACAGATGA TTTTGGTGAA GTAATAGACA TGTATATTAG CTAAAAACTA 
AAGTAACATC TATGTCTACT AAAACCACTT CATTATCTGT ACATATAATC GATTTTTGAT 

4450 4460 4470 4480 4490 4500 

55 TATGCAATCA CGAAATTAAA TGATAAAATA CAGTAATGTT AAATTTTGAC TAAATT CAAG 
ATACGTTAGT GCTTTAATTT ACTATTTTAT GTCATTACAA TTTAAAACTG ATTTAAGTTC 
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4510 4520 4530 

GGATTTATAT TAAATGCTGA CCAAGTACTT 
CCTAAATATA ATTTAC GACT GGTTCATGAA 



4540 4550 4560 

ATCGTTAAAT TAGCGATACG GAATCCGCGG 
TAGCAATTTA ATCGCTATGC CTTAGGCGCC 



AATTC 
TTAAG 



10 (3) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI S T I QUES DE LA SEQUENCE: 

*A} LONGUEUR; 24 02 paires de bases 
{ B) TYPE: acide nucleique 
(C) N OMB RE DE BRINS: simple 
15 ( D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ixi ) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) 0RIGINE: 

20 (A) ORGANISME: Staphylococcus aureus 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



25 MSEIIt'DLSLEDVLGDRFGRYSKYI 
GTGAGTGAAATAATTCAAGATTTATCACTTGAAGATGTTTTAGGTGATCGCTTTGGAAGATATAGTAAATA,TATT 
2032 2042 2052 2062 2072 2082 2092 2102 

IQERALPDVRDG LKPVQRRILYAMY 
30 ATTCAAGAGCGTGCATTGCCAGATGTTCGTGATGGTTTAAAACCAGTACAACGTCGTATTTTATACGCAATGTAT 
2107 2117 ' 2127 2137 2147 2157 2167 2177 

SSGNTHDKNFRK SAKTVGDVI GQYH 
TCAAGTGGTAATACACACGATAAAAATTTCCGTAAAAGTGCGAAAACAGTCGGTGATGTTATTGGTCAATATCAT 
35 2182 2192 2202 2212 2222 2232 2242 2252 

PHGDSSVY£AMVRLSQDWKLRHVLI 
CCACATGGAGACTCCTCAGTGTACGAAGCAATGGTCCGTTTAAGTCAAGACTGGAAGTTACGACATGTCTTAATA 
2257 226" 2277 2 2S~ 2297 2307 2317 2327 

40 

E M K G f * N G 3 I D N D P F A A K R Y T E A K L S 
GAAAT GCATG GTAATAATGGT A3TAT CG AT AATG AT CCGCC AG CGSCAATGCGTTACACTGAAGCT AAGTTAAG C 
2332 2342 2352 2362 2372 2382 2392 2402 

45 LLAEELLKT'I K K E T V S F I FNYODTT 

TTACTAGCTGAAGAGTTATTACGTGATATTAATAAAGAGACAGTTTCTTTTCATTCCAAACTATGATGATACGACA 
2407 243~ 242^ 242" 244" 245^ 2467 2477 

L F f m Y L F S R F ? U L L V N G 3 ? G I SAG Y 
50 CTCGAA2CAATGGTATTGCCATCAAGATTTCCTA^7TACTAGTGAATGGTTC7A2AGGTATATCTGCAGGTTAC 
2482 2492 2502 2512 2522 2532 2542 2552 

A T 2 I P E' H N L A C V I Q A T 2. V. Y Z D N F D I 
GCG AC AG AT AT AC C ACC AC ATAAT TT ACCTGAAGT G ATT CAAGCAAC ACT 7 AAAT AT AT TG AT AATCCG GAT ATT 
?5,S7 ;:7" 256^ 259" 2607 2617 2627 
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T V :: ^ L y 'i I K G F 2 f ? T 2- Z I I 3 I D G 

AZA3TCA.^TCAATrAATGAA/-TATATTAAAGoTCCTGA7TTr~rAAC73CTGGTATTATTCA^.GGTATrGATGGT 

2632 2 64 2 Lt-n 2662 26" 2 2682 2692 2702 

5 I K K A Y E S G K G R I I V R K V E E E T L R N 

ATTAAA^J^GCTTATGAATCAGGTAAAGGTAGAATTATAGTTCGTTCTAAAGTTGAAG.AA.GAAACTTTACGCAAT 
2~Zr. 211" : 7 C" 27 3"? 27 4i 2 n 57 :^6" 2777 

GR>QLI I TEIPYEVnKGSLV'KR IDE 
10 GGACGTAAACAGTTAATTATTACTGAAATTCCATATGAAGTGAACAAAGGTAGCTTAGTAAAACGTATCGATGAA 
2781" 27 92 28C2 2812 2822 2831 2842 2852 

LRADKKVDGIVEVRDETDRTGLRIA 
TTACGTGCTGACAAAAAAoTCGATGGTArCGTTGAAGTACGTGATGAAACTGATAGAACTGGTTTACGAATAGCA 
15 2857 2867 2877 2887 2897 2907 291" 2927 

I ELKK2VNSESIKNYLYKNSDLQIS 
ATTGAATTGAAAAAAGATGTGAACAGTGAATCAATCAAA^ 
293: 2942 2952 2962 2972 2982 2992 3002 

20 

Y U FNMVAlSCGRPKLMGIRQr I DSY 
TATAArTTCAACATGGTCGCrArTAGTGATGGTCGTCCAAAATTGATGGGTATTCGTCAAATTATAGATAGTTAT 
3007 3017 3027 3037 3047 3057 3067 3077 

25 LNHQIEVVANRTKFELDNAEKRMHI 
TT G AAT CATCAAAT TGAGG T TGTTGCAAAT AG AACGAAGTTTGAATTAG AT AAT G CTG AAAAACGTATGCATAT C 
3082 3092 31C2 3112 3122 3132 3142 3152 

VEGLIKALSIL.DK VI £ l: rssknkr 
30 GTTGMGGTTTGATTAMGCGTTGTCAATTTTAGATAAAGTAATCGAATTGATTCGTAGCrCTAAAAACAAGCGT 
3157 3167 3177 3187 3197 3207 3217 3227 

DAKENLIEVYEFTEEQAEAIVMLQL 
G ACGCT AAAGAAAACCTT AT CG AAGTAT ACGAGTT CACAGAAGAACAGG CT G AAG CAA7TGT AAT GTT ACAGTTA 
35 3232 3242 3252 3262 3272 3282 3292 3302 

YRLTNTDIVAL.EGEHKELEAL 1 K Q L 
TATCGTTTAACAAACACTGACATAGTTGCGCTTGAAGGTGAACATAAAGAACTTGAAGCATTAATCAAACAATTA 
330*> 3317 3327 3337 3347 3357 3357 3377 

40 

RH I LDNHDALLNVIKEE LNEIKKKF 
CGTCATATTCTTGATAACCATGATGCATTATTGAATGTCATAAAAGAAGAATTGAATGAAATTAAAAAGAAATTC 
3382 3392 3402 3412 3422 3432 3442 3452 

45 KSERLSLIEAEIEEIKIDKEVMVPS 
AAATCTGAACGACTGTCTTTAATTGAAGCAGAAATTGAAGAAATTAAAATTGACAAAGAAGTTATGGTGCCTAGT 
3457 3467 3477 3487 3497 3507 3517 3527 

EEVILSMTRHGYI KRTS I RSFNASG 
50 GAAGAAGTTATTTTAAGTATGACACGTCATGGATATATTAAACGTACTTCTATTCGTAGCTTTAATGCTAGCGGT 
3532 3542 3552 3562 3572 3582 3592 3602 

VE DIGLKCGOSLLKHCfEVNTQDTVL 
GTT GAAG AT ATTGGTT TAAAAG ATGGTG ACAGTTT ACTT AAACAT CAAG AAGT AAAT ACG C AAGAT ACCGT ACT A 
55 3607 3617 36T7 3637 3647 3657 3667 3677 

VFTNKGRVLFIF-VHKLRCIRWKELG 
GTATTTACAAATAAAG3TCGTTATCTATTTATACCAGTTCATAAAT7ACGAGATATTCGTTGGAAA3AATTGGGG 
3662 3692 3^02 371: 3722 3732 374; 3752 

60 

Q H V S V 1 V F I E E D E V V I N V Y N E K D F N 
CAACATGTATCACAAATAGTTCCTATCGAAGAAGATGAAGTGGTTATTAATGT2TATAATGAAAAGGACTTTAAT 
375" 3~" 3787 3797 360~ 38i7 38?7 

65 -T C A F Y V F A T Q K G K 2 K K 2 7 V f L F Y. T T 

ACTGATGCA7TTTATGTT777G 7GACTCAAAATGG 2 AT G AT T AAG AAAAGT A 2 AG 7G 7 7TCT AT T T AAAAC AAC G 
3832 3841 3852 3862 3*T2 38t2 3892 39G2 

r\ F fJ K f L I A T K V K E N D 2 L 2 ? V N R F E K 
70 C o T T 7T AAT AAA 2 GTT T AAT TG CAA 7 T AAAG T T AAAG AAAA T GAT GAT 7 7 G ATT AG 7 3 T TA. T G 7 3" 7T T TG AAAAA 

390" 391" 392" 3937 3947 35^ 335^ 397? 
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D Q L I T V l T I, r' 5 1-1 ? L 'i ;. 7 J El L 5 2- 7 G 

GATCAATT^ATTACCGTAATTArA.^TAAAG^TATGTrATTAAZGTAT^ATACAAGTGAACTATCAGATACTGGA 
3981' 39 92 4 001 4 011' 4 022 4 221 -1 0-1 :* 4 052 

5 2 R A A G V K i I tl L \' £ ~ r V V K T £ G V* S F 

TT AAGGGCGGCTGGTGTT AAAT C AAT AAATCTT AAASTT G AAGAT TT 2G7T GTT AT GACAGAAGGTGTTTCT'~ a.,, 
405^ 406" 4Q77 4061 4C-fT 4 i T ~ 411" 4127 

N DTI LMATQRGSLKR I 5 F K I L Q V A K 
1 0 AAT GAT ACT AT AT TG AT G GC C AC AC AAC G CGGCTCGT7AAAACGTAT TAGTTTTAAAATCTTACAAGTTGCTAAA 

4132 4142 4152 4162 4172 4 18 2' 4 1 92 4202 

R A 0 R G I TLLKELKKN F H R I VAAHVV 
AGAGCACAACGTGG AATAACTTT ATTAAAAGAATTAAAG AAAAAT CCACAT C GTAT AG TAG CTGC ACATGT AGT G 
15 4207 421" 4227 4237 4247 42S"? 4 267 4 277 

T G E H S Q Y T L Y S K ? N E I H G L I N D I H K 
ACAGGTGAACATAGTCAATATACATTATATTCAAAATCAAACGAAG.^ACATGGTTTAATTAATGATATTCATAAA 
4282 4292 4302 4 312' 4322 43?: 4 342 4352 



20 



25 



SEQVTNGS F I V D T D D F G E V I D M Y IS 
TCTGAACAATATACAAATGGCTCATTCATTGTAGATACAGATGATTTT TiGTGAAGTAATAGACATGTATATTAGC 
4357 4367 4377 4387 4397 44 C~ 4417 442^ 

TAA 
4 432 • 



(4) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

30 <i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR; 1991 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
(DJ CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: N0N 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS : 

(A) ORGANISME; Staphylococcus aureus 

40 (Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



M N K* Q U* N V S D D ? 1 £: V L E 2- L £ A V R K R p 
ATGAATAAACAAAATAATTATTCAGATGATTCAATACAGGTTTTAGA33GGT7AGA^3CAGTTCGTAAAAGACCT 
45 41 51 61 71 61 91 101 111 

GMYIGSTCKRGLHHLVi'ETVDNSV'D 
GGTATGTATATTGGATCAACTGATAAACGGGGATTACATCA7CTAG7.*.TATGAA/-.T7G7CGATAACTCCGTCGA7 
116 126 136 146 It 6 ice 176 186 

50 E V L N G Y G N' E I C V T 1 N r 2 G <5 I 3 I E D n 

G AAG T AT T G AAT GG T T AC G G T AAC G AAAT AG AT G 7 AACAA7 T AAT AA-. G AT G GT A GT A 7 77 C T AT AG AAGAT AA ™ 
191 2 21 "1 1 221 231 14 1 2£l 261 

GRGMFTGI H K ? G K F T V T V I F T V L H A 
55 GGACGTGGTATGCCAACAGGTATACATAAA.TCAGGTAAACCGACAG723.AAG77ATC77TACTG7TTTACATGCA 

2 66 27 6 2 86 2 96 306 31' 32c 3 36 
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Z G V F 3 v ' V (' 7 ~~ G j I. r. 3 V '3 A ^ V V N £, 

3GAG3TAA.-.TTTGGACAAG3T33rTATAAAACTTCAGGTGGTr?TCACGGCGT?GGTGCTT-AGTGGTAAATGCA 
j^l 351 361 3-1 361 391 4CL 411 

5 L 5 E w L £ V Z I H R P G N I V H Cj 3 F K U G G S 

TTGAGTGA^TGGCTTGAAGTTGAAATCCATCGAGATGGTAAJATATATCATCAAAGTTTTAAAAACGGTGGTTCG 
416 42c 43c 44c 4^6 466 4"6 486 

P 5 ^ G L V K y. G K T K K 7 G T K V T F K P D 3 T 
10 CCATCTTCAGGTTTAGTGAAAAAnGGTAAAACTAAGAAAACAGGTACCAAAGTAACATTTAAACCTGATGACACA 
491 SOI 51 1 521 531 541 55i 561 

I FKA37SFNF DVLSERLQESAFL LK 
ATTTTTAAAGCATCTACATCATTTAATTTTGATGTTTTAAGTGAACGACTACAAGAGTCTGCGTTCTTATTGAAA 
1 5 566 576 566 596 606 616 626 636 

NLKI 7 L N T< L R SGKEfcGEHYHYEEGI 
AATTTAAAAATAACGCTTAAT1ATTTACGCAGTGGTAAAGAGCGTCAAGAGCATTACCATTATGAAGAAGGAATC 
641 651 661 671 681 691 701 HI 

20 

K E F V S Y V E G KEVLHDVAT F S G E A N 

AAAGAGTTTGTTAGTTATGTC^ATGAAGGAAAAGAAGTTTTGCATGACGTGGCTACATTTTCAGGTGAAGCAAAT 
716 726 736 746 "?56 766 776 7 66 

25 G I E V D V A ~ Q Y NDQYSES I L ? F V N N V 

GGTATAGAGGTAGACGTAGCTrrrCAATATAATGATCAATATTCAGAAAGTATTTTAAGTTTTGTAAATAATGTA 
791 801 811 821 831 841 851 861 

R 7 K D G G T H E V G F'KTAHT R V FN OYAR 
30 CGTACTAAAGATGGTGGTACACATGAAGTTGGTTTTAAAACAGCAATGACACGCGTATTTAATGATTATGCACGT 
866 876 8B6 896 906 916 926 936 

R I N E L K 7 D K N L D G N C I REGLTAVV 

CGTATTAA7GAAC7TAAAACAA.AAGATAAAAACTTAGATGGTAATGA7ATTCGTGAAGGTT7AACAGCTGTTGTG 
35 941 951 961 971 981 951 1001 1011 

5 V R I f EE1LQ FEGQ7KSKLG7SEAR 
T C7G TT CGTAT TCC AG AAGAAT 7 AT TGCAATTTGAAGG AC AAACGAAATCTAAATTGGGTACTTCTGAAGCTAG A 
1016 1026 1036 1046 1056 1066 1076 1086 

40 

SAVVSVV.-. DKLPFYLZEKGQISKSL 
AGTGCT GTT G ATTCAGTTGT 7G GAGACAAATTGCCAT TCTATTT AGAAGAAAAAGGACAATT GTCTAAATCACTT 
1091 1101 1111 1121 1131 1141 1151 1161 

45 VKKAI KAQC'A REAARKARE DARS GK 

G7GAAAAAAGCGAT7AAAGCACAACAAGCAAGGGAAGCTGCACG7AAAGCTCGTGAAGATGCTCG7TCAGGTAAG 
1166 1176 H86 1196 1206 1216 1226 1236 

K N K R K D 7 L L S GKLTPAQSKNTEKNE 
50 AAAAACAAGCG7AAAGACACT77GCTATCTGGTAAATTAACACC7GCACAAAGTAAAAACA 

1241 1251 1261 1271 1281 1291 1301 1311 

LY.LVEG D 5 A G GSAKLGR DR KF Q A I L 
77G7ATTTAGTCGAAGGTGATTC7GCGGGAGG7TCAGCAAAACTTGGACGAGACCGCAAATTCCAAGCGATATTA 
55 1316 1326 1336 1346 1356 1366 1376 1386 

P L R G K V I T E K A R L E E I F K N F E I N 7 

C CATTACG TGG TAA3G TAA77AA7ACAGAGAAAGCACGT C7AG AAGA7A777 T TAAAAATGAAG AAATTAATACA 
1391 1401 1411 1421 1431 1441 1451 1461 



60 

IIHTIGAGVGTDFKIEDSNYNRVII 
ATTAT CC ACAC AATCGG GG CAG 3CGTTGGT ACTG ACT7T AAAATTG AAG ATAGTAA77 A7AA7 CGTG7AA.7TATT 
1466 1476 1 466 1496 1506 1516 1526 1536 

65 tf 7 C 'A E 7 C 3 A H I Q V L ~ L 7 F F F K V M K F 

ATGAC7GA7G77GA7A77GA7 jG7GCGCATAT7CAAG7GC7A77G77AA7A77:77C777AAA.TA7A7GAAACCG 
1541 1551 1561 1571 1581 1591 16C1 1611 

L V 0 A G R V F I A L P F L Y K L E F G K G K 7 K 
70 C77GT7CAAG7AG37CG7G7AT77A.T7GGTT7ACG7CCAC7T7A.TAAAT7GGAAAAAG37AAAGGCAAAACAAAG 
1616 1626 163c 164 6 16 56 1666 16" < 168 6 
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R V E V A K T r E E 1. N K L 1' K ELI- ■-- F T L Q 

CGAGTTGAATACGCTTGGACA3ACGAAGAGCTTAATAAATTGC.-AAAA3.^7TT3GTAAAGGCTTCACGTTACAA 
1691 no; l" 7 !! 17 21 1731 I?;: ;:s: 1761 

5 R Y K G L G E M ti F E Q L K E T T !■' F E T R T L 

CGT T ACAAAG G T TT GG GTG AAAT G AAC CCT G AAC AATT ATG G G AAAC G A CG AT GAACCC AG AAAC AC GAACTTT A 
1766 1776 176*5 1796 1606 1816 1626 1636 

IRVQVLDEVRSSKKVTTLMGDKVQP 
10 ATTCGTGTACAAGTTGAAGATGAAGTGCGTTCATCTAAACoTGTAACAACATTAATGGGTGACAA/.GTACAACCr 
1641 1851 1861 1871 1881 18?1 1901 1911 

RREWIEKKVEFGMQEPQS I LONSEV 
AGACGTG^TGGATTGAAAAGCATGTTGAGTTTGGTATGCAAGAGGACCAAAGTATTTTAGATAATTCTGAAGTA 
15 1916 1926 1936 1946 1956 1966 1 976 1 986 

QVLENDQ F D E E E I*** 
CAAGTGCTTGAAAATGATCAATTTGATGAGGAGGAAATCTAG 
1991 2001 2011 2021 

20 



(5) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

25 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 <ii) TYPE DE MOLECULE; ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GCGCGAATTC GATGGWYTWA AACCWGTWCA 3 0 



35 



40 <6) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) 



ANTI-SENS: OUI 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 5: 
CGCGAAGCTT 7TCWGTATAW CKCATWGCWG C 31 



(7) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

10 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
( D } CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 



{xi} DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



GCGCGAATTC TWCATGCWGG WGGWAAATT 2 9 



20 



25 



(8) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 
30 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS; simple 
(DJ CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

35 (iii) ANTI-SENS : NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CGCGAAGCTT WCCWCCWGCW GAATCWCCTT C 

40 



31 
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(9) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO; 8; 

(ij CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 7 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineal re 

(iij TYPE DE MOLECULE: proteine 
{iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(xjl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 



Ala Ala Met Arg Tyr Thr Glu 

5 



(10) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

20 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 7 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE : proteine 
25 (iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
Tyr His Pro His Gly Asp Ser 

30 



35 (11) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 29 bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
40 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

{iii J HYPOTHETIQUE: NON 
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'iiii ANTI-SENS: NON 
(xx) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
5 GGCGGAZCCC ATATGGCTGA ATTACCTCA 



(12) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

10 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) N OMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 <ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 



GGCGGAATTC GACGGCTCTC TTTCATTAC 



20 



25 



(13} INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
30 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

35 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
GGCCGGATCC CATATGAGTG AAATAATTCA AGATT 

40 
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(14) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 32 bases 
5 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) N OMBRE DE ERINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iiij HYPOTHETIQUE: NON 

10 (iii) ANTI-SENS: OUI 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GGCCGAATTC TAATAATTAA CTGTTTACGT CC 32 

15 



(15) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 32 bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) N OMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc . 
25 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 



30 

GGCCGAGCTC CAATTCTTCT TTTATGACAT TC 32 



WO 96/03516 



PCT/FR95/01001 



46 



REVINDICATIONS 

\. Sequence nucleotidique codant pour une sous-unite de la topoisornerase 
IV de Sta phylococcus aureus . 

2, Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi : 
5 (a) tout ou partie des genes gr]A (SEQ ID N° 2) ou grJB (SEQ ED N° 3), 

(b) les sequences hybridant avec tout ou partie des genes (a) et codant pour 
une sous-unite d'une topoisornerase IV et, 

(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

10 3. Sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce 

qu'il s'agit du gene grlA (SEQ ID N° 2). 

4. Sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce 
qu'il s'agit du gene grlB (SEQ ID N° 3). 

5. Sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce 
15 qu'il s'agit du gene grlA possedant une mutation conduisant a une resistance a regard 

de molecules de la famille des quinolones. 

6. Sequence nucleotidique selon la revendication 5 caracterisee en ce qu'il 
s'agit du gene grlA possedant une base A en substitution d'une base C en position 
2270 de la SEQ ID N°2. 

20 7. ADN recombinant comprenant une sequence nucleotidique selon l'une des 

revendications I a 6. 

8. Vecteur d'expression a replication autonome et/ou integratif caracterise en 
ce qu'il comprend une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 1 a 6. 

9. Cellule recombinante contenant une sequence nucleotidique selon Tune des 
25 revendications 1 a 6, un ADN recombinant selon la revendication 7 et/ou un vecteur 

d'expression selon la revendication 8. 

10. Cellule selon la revendication 8 caracterisee en ce qu'il s'agit de 
preference d'une bacterie. 
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1 1. Polypeptide resultant de l'expression d'au moins une sequence selon Tune 
des revendications 1 a 6. 

12. Polypeptide comprenant tout ou partie du polypeptide GrlA 
(SEQ ID N 2), du polypeptide GrlB (SEQ ID N° 3) ou d'un derive de ceux-ci. 

5 13. Polypeptide selon la revendication 1 1 ou 12 caracterise en ce qu'il s'agit 

du polypeptide GrlA (SEQ ID N° 2). 

14. Polypeptide selon la revendication 1 1 ou 12 caracterise en ce qu'il s'agit 
du polypeptide GrlB (SEQ ID N° 3). 

15. Polypeptide selon la revendication 1 1 ou 12 caracterise en ce qu'il s'agit 
1 0 du polypeptide GrlA(Ser-80-»Tyr). 

16. Procede de production d'un polypeptide selon Tune des revendications i 1 
a 15 caracterise en ce que Ton cultive une cellule recombinante selon la revendication 
9 ou 10 et Ton recupere le polypeptide produit. 

17. Topoisornerase IV isolee caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre 
15 obtenue a partir de l'expression de tout ou partie du gene grlA (SEQ ID n° 2) et de 

tout ou partie du gene grlB (SEQ ID n° 3), ou de leurs derives respectifs tels que 
definis en b) et c) de la revendication 2. 

18. Topoisornerase IV isolee selon la revendication 17 caracterisee en ce 
20 qu'elie est issue de l'expression de tout ou partie du gene grlA (SEQ ID n° 2) et de 

tout ou partie du gene grlB (SEQ ED n° 3). 

19. Topoisornerase IV isolee caracterisee en ce qu'elie possede un 
comportement de cible primaire a l'egard des fluoroquinolones. 

25 

20. Topoisornerase IV isolee selon l'une des revendications precedentes 
caracterisee en ce qu'il s'agit de la topoismerase IV de Staphylococcus aureus . 

2LUtilisation d'une topoisornerase IV selon l'une des revendications 17 a 20 
30 pour cribler des produit s biologiquement actifs 



WO 96/03516 



PCT/FRS5/010O1 



48 



22. Utilisation d'une topoisomerase IV selon 3'une des revendications 17 a 20 
pour rechercher des produits inhibiteurs de la reaction de relaxation ATP dependante 
de l'ADN. 

5 23- Utilisation d'une topoisomerase IV selon Tune des revendications 17 a 20 

pour identifier des produits inhibiteurs de la reaction de decatanation des catenanes 
d'ADN. 
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Carte de restriction de la sequence gclSA de 1 k 4565 



ECO01G9I 

ECU 

Eael 

Dsot 

Ordll 

OrdI 

Oral II 

BstXI 

BspCI 

Bspl407I 

Bspl28€I 

BstI 

BseRI 

Bsowi 

BsoJI 

BsaBI 

Bsol 

Bcefl 

Bbsr 



456 



912 



1368 1824 22*0 2736 3192 3^ ^ 



Figure 1 
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Figure 2 



WO 96/03516 



3/5 



PCT/FKyS/UIOOl 




Figure 3 



FEUILLE DE REPLACEMENT (REGLE 26) 
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FEUILLE DE REM PLACEMENT (REGIE 26) 
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